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Die biologische Untersuchung der Gallensduren. 
I. Mitteilung. 


Die Spaltung der Cholsdure mit Bacterium coli commune. 


Von 
Koozoe Kaziro. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Schimizu.) 


. (Der Redaktion zugegangen am 31, Marz 1925.) 





Schon seit langer Zeit sind die Gallensiuren von vielen 
Autoren in mancherlei Richtungen untersucht worden. Trotz- 
dem bleibt die Konstitution der Saure immer noch ungelist, 
Eiteils wegen der schweren Krystallisierbarkeit, teils wegen der 
schweren Angreifbarkeit der Siure durch Chemikalien. 

Neuerdings haben die miihevollen Untersuchungen iiber 
Gallensiuren von H. Wieland und seinen Mitarbeitern Klar- 
heit gebracht und haben einen ziemlich weiten Einblick in 
das Molekiil der Gallensiuren gegeben. 

H. Wieland und O. Schlichting haben neuerdings durch 
sstufenweise Spaltung der Desoxybiliansiure eine Tricarbon- 
siure C,,H,,O, erhalten, in denen alle drei bekannten Ringe 
zerstért sein miissen.') Sie haben strukturell folgende Formel 
angegeben: 

HOOC. 


CH 
| —C,H,,COOH . 


CH 
HOOC” 





) H. Wieland u. O. Schlichting, Diese Zs, Bd. 134, 8. 276 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLV. 16 
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Neueste Untersuchung von H. Wieland und seinem Mit- e 
arbeiter haben zu dem Ergebnis gefiihrt, daB das Ringsystem |) 
Ee 

e 





ay aus vier hydrierten Ringen besteht, indessen der vierte Ring 
ike noch der Aufklirung harrt und sie haben die nachstehenden 
tpt Bruttoformeln zur Annahme empfohlen.") 








CH, CH, —CH, CH 8 


if ee ee | 
HCOH “CH—CH IV CH—CH—CH,—CH,—COOH, 


oe 
10CH, 


OH 
HO — = 


HCOH CH ae 
CH, CH, 
CH, CH, 


ROH BUn ay CH, 


| | MI | IV, | 
| HC CH CH 
| H, H,C CH, : 


aed HCOH e ‘i 
4 | CH, H, 

t ‘i | Nach H. Wieland ist der Ring IV wahrscheinlich an C,, [ 
ia] und C,, mit Ring III verkettet, oder er steht als freier Cyclo- | 
hexanring an einem dieser beiden C-Atome, dann wohl an |), 
C,, an. ) 
Die Struktur von 5 C-Atomen in der Seitenkette des : ) 
{ 





fli the @y  7;%yam 5 jee 


_CH,—CH,—GH—CH,—CH,—COOH 


" Molekiils hat A. Windaus klargestellt dadurch, daB das Cho- [| 
| lesterin durch energische Oxydation mit Salpetersiure, @-Methy]- 
i - glutarsiiure und Bernsteinsaure liefert.’) 
| Panzer®), Wieland und Schlichting‘) haben auch durch 





1) H. Wieland u. O. Schlichting, Diese Zs. Bd. 184, S. 281 (1924). 
*) A. Windaus, Diese Zs. Bd. 102, S. 160 (1918). 

‘) Th. Panzer, Diese Zs. Bd. 60, S. 378 (1909). 

*) Wieland u. Schlichting, Diese Zs. Bd. 119, S. 76 (1922). 
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energische Oxydation der Cholséure mit Salpetersiure, a-Methyl- 
glutarsiure und Bernsteinsdure isoliert; so ist klargestellt, da8 
die urspriingliche Carboxylgruppe der Gallensiuren das Ende 
einer verzweigten Kette —CH—CH,—CH,—COOH bildet. 


CH, 

DaB zwischen Cholesterin und Gallensiuren eine sehr 
innige Beziehung besteht, ist schon allgemein anerkannt. Wind- 
aus und K. Neukirchen?) haben aus Pseudocholestan durch 
Oxydation mit Chromsaureanhydrid eine Cholansiure C,,H,,0, 
dargestellt, die mit der aus Cholsiure dargestellten?) ganz 
identisch ist. Windaus hat folgende Strukturformel fir das 
Cholesterin zur Annahme gebracht.®) 


cH, 
Zz 
H,C—CH CH, 


ee 
CH CH—CH,—CH—CH,—CH,—CH,—CH—CH, . 


Pte Pd | 
CH, CH CH, CH, 


bu On, 
*‘ 
6a, Son, 
Ou, CH OH 
yc ee 
CH CH 
| 
OH 
Im Jahre 1886 hat Mylius die Mitteilung gemacht%), 
daB die Cholsiure bei Faulnis durch Reduktion in die Des- 
oxycholsiure iiberfiihrt wird. W. Kiister®) hat berichtet, daB 
die Desoxycholsaure in den Gallensteinen des Rindes vorkommt, 
deren Bildung aus der Komponente der Taurocholsiure durch 
Reduktion bei der Faulnis bedingt sein kann. Ekbom) konnte 





1) Windaus u. K. Neukirchen, Chem. Ber. Bd. 52, S. 1915 (1919). 
*) Wieland u. F. J. Weil, Diese Zs. Bd. 80, S. 296 (1912). 

5) Windaus, Diese Zs. Bd. 102, S. 160 (1918). 

*) Mylius, Chem. Ber. Bd. 19, S. 373 (1886). 

5) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 69, S. 468 (1910). 

*) Ekbom, Diese Zs. Bd. 50, S. 101 (1906). 
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entgegen der Annahme Kiisters aus den Faulnisprodukten © 
der reinen Cholsiiure die genannte Desoxycholsadure nicht iso- | 


lieren. 

Die Versuche von Wieland und H. Sorge?) widerlegen | 
auch die Myliussche Annahme. Die Cholsiureanhydridbildung © 
aus Cholsiure*) bei der Faulnis ist auch noch nicht nach- ] 
gepriift. : 7 
Versuche die Gallenséure auf biologischem Weg bzw. | 
durch Bakterien zu spalten, sind heute noch kaum be- 4 
kannt. : 

Ich habe einige Spaltungsversuche mit Bakterien angesetzt, 4 
um zu priifen, ob die Bakterien unter gewissen Bedingungen _ 
zu einer Fermentprodukticna kommen kénnen, durch welche | 
die Gallens’uren zur Spaltung gebracht werden. Es schien | 
mir nicht ohne Bedeutung zu sein, zu versuchen entweder das | | 
Schicksal der Gallensiuren im Tierorganismus bzw. im Darm- F 
kanal kennen zu lernen, oder einen Beitrag zur Struktur des 4 
Gallensiuremolekiils bringen zu kénnen. Durch diesen Ver- iF 
such ist es mir gelungen, eine neue Substanz aus dem Spal- | 
tungsgemisch der Cholsiure durch Bakterium coli commune | 
zu isolieren, die prachtig schuppenartig krystallisierte, aber | 
leider in sehr geringer Ausbeute. Von waBrigen Alkalien wird | 
die neue Substanz nicht aufgenommen, so daB man iiber das 
Fehlen ihrer Siurenatur kaum im Zweifel sein kann. Analyse q 
und Molekulargewichtsbestimmungen stehen dem Molekular- — 
gewicht 280 und der Formel C,,H,,0, nahe. q 

Die Seitenkette —C,H,,COOH der Cholsaure scheint in | 
der neuen Substanz verloren gegangen zu sein. Durch Oxy- | 
dation mit Chromsiureanhydrid liefert die neue Substanz einen — 
Dehydrokérper, und zwanglos kommt man zu der folgenden | 
Formel: E 


























1) Wieland u. H. Sorge, Diese Zs. Bd. 98, S. 59 (1916). ; 
*)Hammarsten, Lehrbuch der Physiologischen Chemie 1922, | 
8, 340. iH 
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CH, CH, CH, CH, 


CH CH CH, CH CH CH, 


—CH, CH, a eae 


HCOH CH CHOH oO Mh 
ag ee ee j 
H, H, CH, CH, 


Wenn, wie ich glaube, dieser Ausdruck fiir die neue Sub- 
stanz zutrifft, so komme ich fiir die Struktur der Cholsaure 
auf folgenden Ausdruck: 


CH, CH, 
tien: a ve 
a he | {2-0 daoo8,— e001 
Py: 7 


HCOH 5 CHOH 
oe: 
H, OH, 


Wenn man die Formel C,,H,,0, annehmen will, so kann 
man sie folgendermaBen ausdriicken: 


CH, CH, 


wae oo ee 


| 
CH CH CH, 
Pr 


ch, a 
HCOH fi aE 
Na Ya 
H, OH, 
Das Auftreten von w-Methylglutarsiure und Bernsteinsiure 
bei der energischen Oxydation der Cholsaure scheint fir die 
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obige Formel der Cholsiure zu sprechen, daB es sich nimlich 
um eine Gruppierung 
—CH,—CH,—CH—CH,—CH,—COOH 


H, 
in dem Molekiil der Cholsiure handelt. 

Aus den Spaltungsprodukten der Cholsiure fand ich weder 
Desoxycholsiure noch Cholsiureanhydrid. 

Fermentproduktion der Bakterien wurde von vielen Autoren 
mehrfach studiert und klargestellt, daB sie von der Niahr- 
lésung abhingig ist. Welche Rolle die Cholsaure bei der Ferment- 
produktion des Bakt. coli commune spielt, ist noch nicht be- 
kannt. Nach meinem Versuch scheint die Entwicklung der 
Bakterien bei Gegenwart von Cholsidure in anorganischen Niahr- 
lésungen stark hemmend beeinfluBt zu werden. Durch Zusatz 
von Traubenzucker oder Glycerin zu den anorganischen Nihr- 
lésungen mit Cholsiure, entwickeln sich dia Bakterien schon 
nach 24 Stunden sehr iippig. Die Produktion des Ferments, 
das die Cholsiure abbaut, wird bei Colibakterien durch Glycerin 
gesteigert, wihrend der Traubenzucker die Fermentproduktion 
fir Cholsiure hindert und zwar, weil wegen der vielen Siure- 
bildung aus dem Zucker die Cholsiure frei ausgeschieden wird. 

Das Schicksal der Gallensiuren im Verdauungskanal 
wurde vielfach studiert aber hauptsichlich im Sinne der re- 
sorbierenden Vorginge. Auf dem Gebiete der chemischen Vor- 
ginge ist noch keine sichere Klarstellung erzielt, 

DaB die Cholsiure im Darmtraktus durch die Darmflora, 
wenigstens durch die Coligruppe mehr oder minder abgebaut 
werden kann, ist mit aller Schirfe zu bejahen. Die Forschung 
nach dieser Richtung bietet noch manche Aufgaben. 

Ich konnte «-Methylglutarsiure und Bernsteinsiure aus 
den Spaltungsprodukten nicht isolieren, wie Panzer, Wieland 
und Schlichting angegeben haben. 


Experimenteller Teil. 
Die bei meinen Versuchen gebrauchte Nihrlésung wurde 
nach T. Sasaki?) bereitet; sie bestand aus 


1) T. Sasaki, Biochem. Zs. Bd. 59, S. 482 (1914). 
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I ie ek Se 5,0 
Monokaliumphosphat ...... 2,0 
Magnesiumsulfat. ....... 0,1 
Ammoniumearbonat ...... 1,0 
I ae ae RR 20,0 
i EE ee ee 


Bacterium coli commune wurde aus menschlichem F'aeces 


q frisch isoliert und auf gew6hnlichem Agarnahrboden in Reagenz- 
7 glisern 24 Stunden kultiviert. Im Brutschrank bei 37° C 


wuchsen die Bakterien sehr iippig. Sie waren gramnegative 


. kurze Stabchen. 


Higenschaften: 
1. Kolonie; gelblich grauweiB, Zentrum undurchsichtig 


+ und nach dem Rand zu etwas durchscheinend, Begrenzung 


kreisférmig. 
2. Kultur in Lackmusmolke; anfangs blaue Lésung geht 


> in Rot itber. 


3. Kultur in Neutralrot; zeigt Gasbildung und Fluorescenz. 

4, Kultur in Milch; Gerinnung nicht so auffallend. 

5. Kultur in Zuckeragar; zeigt Gasbildung und Fluo- 
rescenz. 

6. Kultur in Bouillon; gibt Triibung mit Bodensatz. 

7. Indolreaktion in Bouillonkultur positiv ausgefallt. 

In einen samt seinem Wattepfropfen vorher trocken sterili- 
sierten Kolben von 700 ccm Inhalt habe ich 1,0 g Cholsiure, 
die in einer berechneten Menge von Natriumcarbonatlésung 
gelést ist, sowie 500 com Nahrlésung hineingetan und 3 Stunden 
lang im Dampftopf sterilisiert. In einem Gemisch wurden 
acht schiefe Agarkulturen von Bakterien, in derselben sterilen 
Nahrlésung aufgeschwemmt, zugesetzt und im Brutschrank bei 
88—39° C 60 Tage lang, taglich einmal leicht geschiittelt, 
stehen gelassen. Nach einigen Tagen entwickelten sich die 
Bakterien sehr itippig und bildeten auf der Oberfliche der 
Lésung eine gelbliche grauweiBe Kolonienhaut. Nachdem ich 
sodann die Reinheit der Bakterien konstatiert hatte, habe ich 
das Gemisch aller Portionen von dem Bodensatz, der haupt- 
sichlich aus braunlich schleimigen Bakterienkolonien bestand, 























n> Rn pce enema RES a wong pet oe 





a lll 


234 Koozoo Kaziro, 


abdekantiert. Die von dem Bodensatz befreite Fliissigkeit 
wurde mit verdiinnter Salzsiure vorsichtig bis kongosauer an. 
gesiuert. Dabei trat eine starke milchig weibe Triibung ein, 
Diese triibe Flissigkeit wurde unter vermindertem Druck be; 
niederer Temperatur eingeengt. Der dabei ausgeschiedene, 
braunlichweiBe Niederschlag wurde abgesaugt. 

Der Bodensatz wurde in Wasser aufgeschwemmt, mit ver- 
diinnter Salzsiure angesiuert, mit dem von den Niederschliagen 
abgesaugten Filtrat vereinigt und wieder im Vakuum ein- 
geengt. Der durch Einengung hierbei ausgeschiedene Nieder. 
schlag wurde mit Essigither im Kumagawa-Suttoschen 
Extraktionsapparat erschépfend extrahiert. Der Essigither- 
auszug wurde frei verdunstet; es blieb eine dlige Masse, die 
sich aus Eisessig unter Zusatz von Wasser umkrystallisieren lied. 

Der braunlichweiBe Niederschlag, der aus der vom Boden- 
satz befreiten Fliissigkeit durch Einengen erhalten war, wurde 
in Hisessig gelést, mit Tierkohle entfarbt und auf dem Waasser- 
bade bei Erwirmung bis zur beginnenden Triibung it 
Wasser versetzt, dann bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 
Die dabei ausgeschiedenen Krystalle wurden abgesaugt und 
wieder aus Hisessig unter Zusatz von Wasser umkrystallisiert. 
Die Substanz krystallisiert in sechsseitigen Tafeln, Tetraedern 
oder in sechskantigen Siulen. Wieder wurde sie aus Methy]- 
alkohol zweimal umkrystallisiert. Nach der vélligen Reinigung 
durch mehrmals wiederholte Umkrystallisation zeigte die Sub- 
stanz endlich den Schmelzp. 197—198° C. Die Substanz wird 
durch Alkalien leicht aufgenommen und ist in Hisessig, Alkohol 
und in Essigiither leicht léslich, in Ather schwer und in Benzol 
nicht léslich. Die in Essigsiureanhydrid geliéste Substanz 
zeigt bei Zusatz von konz. Schwefelsiure im Anfang eine 
braunlichrote Farbe, die allmahlich in tiefes Rot iibergeht und 
dann griin fluoresciert. Die Substanz entfarbt weder Per- 
manganatlésung, noch addiert sie Brom. 


Titration der Siaure. 
0,0867 g Siiure verbrauchten 2,12 ccm n/10-NaOH. 
Aquivalent: Ber. fir C,,H,,0, 40,844 °/, 
Gef. 40,896 ,, 
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Nach den oben erwahnten Daten stimmt die isolierte 
Substanz mit der Cholsiure ganz gut iiberein. Die zuriick- 
erhaltene Saéure betrug etwa 5 g. 

Die durch Essigitherextraktion erhaltene Substanz whine 
aus Kisessig und Wasser umkrystallisiert und ist in Alkalien 
iiberhaupt nicht léslich. Die Substanz wurde zur Entfernung 
der Saure mit Natriumcarbonatlésung gut gekocht und filtriert. 
Der Riickstand wurde mit Wasser gut gewaschen und aus 
Alkohol unter Zusatz von Wasser umkrystallisiert. Die Aus- 
beute betrug etwa 0,25 ¢. Die mehrmals aus verdiinntem 
Alkohol oder verdiinnter Eisessiglésung umkrystallisierte Sub- 
stanz zeigt den Schmelzp. 183—184° C nach 6stiindigem 
Trocknen im Vakuum bei 100°C. Die Substanz lést sich in 
Aceton, Kisessig, Alkohol und: in Chloroform sehr leicht, ist in 
Wasser aber unldslich. Sie ist sehr schwer krystallisierbar. 
Aus verdiinntem Alkohol krystallisiert sie in hellglanzenden 
Schuppen. Die in Chloroform geléste Substanz zeigt nach 
Zusatz von Hssigsiureanhydrid und konz. Schwefelsiure am 
Anfang eine gelbliche Farbe, die allmahlich in dunkel- 
braunlichrot iibergeht; sie zeigt dann eine sehr schwache 
Fluorescenz. Die in Chloroform geléste Substanz gibt mit 
konz. Schwefelsdure allein Ahnliche, aber etwas leichtere 
Farbenreaktionen, wie mit konz. Schwefelsiure und Essigsiure- 
anhydrid. 

Diese Substanz entfairbt weder Permanganatlisung, noch 
addiert sie Brom. 

Spezifische Drehung. 
0,1397 g Substanzen in 20 cem absolutem Alkohol gelést. 


Beobachteter Drehungswinkel in 2 dm Rohr bei 30° C = + 0,56. 
Berechnete spezifische Drehung [a]3° = + 40,086. 


Sehr interessant ist ihr Verhalten gegen Digitonin. Beim 
Zusammenbringen beider Lisungen in 90°/, Alkohol schied 
sich eine weiBliche Masse flockig aus. Wahrend Digitonin in 
Chloroform unldslich ist, ist dieses Additionsprodukt in ihm 
sehr leicht léslich. Die nahere Untersuchung dieses Additions- 
produkts muBte wegen ihrer zu geringen Ausbeute aufgegeben 
werden. 

















ra 





236 


Koozoo Kaziro, 


Die Molekulargewichtsbestimmungen. 


Die Molekulargewichtsbestimmungen sind in dem Beck. 
mannschen Apparat unter vélligem Ausschlu8 der AuBeren 
Atmosphire gemacht worden. Die Durchschnittswerte in EKis- 
essig (Konstanz = 39) ergaben 270 fiir das Molekulargewicht. 


SiR RoRa PENRO IRENE SS 5. 





























Nr. | Monge or wong Depression | Mol.-Gew. 
1 32,0248 g Kisessig | 9.0952 0,048 ° | 268,6 
2 82,4817 ¢ 4, 0,0678 0,030° 271,3 

Ber. fiir C,,H,.0, Mol.-Gew. = 280,31 °/, 
C, 3H 0, * = 294,33 ,, 
Gef. 270,0 ,, 


Mikroanalyse (Kaziro und Karasawa). 
1. 5,7460 mg Substanz gab 15,2920mg Kohlensiiure und 5,542 mg 


Wasser. 
2, 4,0810 mg _sé,, ,, 10,8875 mg . ,, 8,9248 mg 
Wasser. 
3. 2,8082 mg _sée», » 71,5085 mg , 2,68392 mg 
Wasser. 
Ber. fiir 
C,,H4.0, (280,31) C=72,81°/, H=10,06 °/, 
C,Hso03 (298,33) C=73,42 ,, H=10,27 ,, 


Gef. 


C=72,58, 72,78, 78,00 °/, 


H=10,79, 10,76, 10,53 °/, 
























Die neue Substanz wurde nach Art der Dehydrierung der 
Cholsiure von O. Hammarsten?) mit Chromsaureanhydrid 
oxydiert. 

0,07 g Substanz wurden in 0,35 ccm Hisessig gelést und 
0,1 g CrO, in 0,07 com Wasser und 0,3 ccm Hisessig gelést, 
unter gutem Umriihren portionsweise zugesetzt, so daB die 
Temperatur im Reaktionsgemisch 50° C nicht iiberschritt. Nach- 
dem das Reaktionsgemisch einige Stunden stehen gelassen war, 
wurden 4 ccm Wasser zugefiigt; die dabei ausgeschiedenen 
gelblichen Niederschlige wurden abgesaugt und der Riickstand 
wurde mit kaltem Wasser gut ausgewaschen. Die Masse 
wurde dann in Hisessig gelést und unter Zusatz von Tier- 
kohle entfarbt. Aus dieser Eisessiglésung wurde nach ge- 


1) O. Hammarsten, Chem. Ber. Bd. 14, S. 71 (1881). 
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eigneter Einengung die Substanz durch Zusatz von Wasser 
gur Ausscheidung gebracht. Diese Behandlung habe ich noch- 
mals wiederholt, aber die erhaltene Substanz war noch nicht 
krystallinisch. Die Substanz wird aus Benzol in langen Tafeln, 
aus Aceton in Prismen oder in Tafeln krystallisiert erhalten. 
Die Substanz schmilzt bei 150—151° C, nachdem sie im 
Vakuum 10 Stunden bei 100°C getrocknet ist. Sie ist in 
Chloroform, Pyridin, Hisessig, Alkohol und in Aceton leicht. 
in Benzol weniger leicht, in Ather schwer, in Petrolither und 
in Wasser unléslich. 

Die Substanz gibt mit Essigsiureanhydrid und _ konz. 
Schwefelsiure eine gelbe Farbe, die aber nicht in Rot iiber- 
geht und noch nach mehreren Tagen gelb bleibt; sie zeigt 


i auch keine Filuorescenz. Die Chloroformlésung zeigt auch 


nach Zusatz von konz. Schwefelsdure eine ihnliche Farben- 


~ reaktion. 


Mikroanalyse (Kaziro und Karasawa). 
1. 5,3850 mg Substanz gab 14,6175 mg Kohlensiure und 4,042 mg 


Wasser. 
2. 5,1140 mg - », 14,0285 mg . » 4,0241 mg 
Wasser. 
Ber. fir 
C,,H gO, (Mol.-Gew. = 274,26) C = 74,41 °/, H = 8,09 °/, 
C,,H—,0, ( = = 288,28) C = 74,96 ,, H = 8,89 ,, 
Gef. C = 14,03 74,81°/, H = 8,39 8,80°, 


EKinwirkung von Phosphorpentachlorid. 


Pregl*) hat Dichlormonodesoxybiliansiure aus Biliansiure 
durch Einwirkung von Phosphorpentachlorid gewonnen. Ich 
habe diese Methode an meiner Substanz angewendet. Aber 
wegen der schweren Krystallisierbarkeit der Reaktionsprodukte 
und zu kleiner Ausbeute konnte ich leider die Versuche zu 
keinem befriedigenden Ergebnis fihren. 

Zum Schlu8 méchte ich Herrn F.Ido vom bakteriolo- 
gischen Institut von Okayama meinen besten Dank fir seine 
freundliche Hilfe bei der Isolierung der Bakterien aussprechen. 





) Pregl, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 24, S. 51 (1903). 
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Uber das Taurin. 
I. Mitteilung. 


Uber die Methylierung und Acylierung des Taurins. 


Von 


Moritaro Teraoka. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut za Okayama. 
Vorstand: Prof. T. Shimidzu.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1925.) 


Seitdem Tiedemann und Gmelin in der Ochsengalle 
das Taurin entdeckt hatten, haben viele Autoren diesen Kérper 
nach allen méglichen Richtungen hin untersucht. Es ist all- 
gemein anerkannt, da8 das Taurin aus einem schwefelhaltigen 
KiweiBkérper in der Leber gebildet und mit Cholsiure gepaart 
in die Galle ausgeschieden wird. Das Taurin kommt vor in 
dem Darminhalt und in Lungen und Nieren des Ochsen, im 
Blut und besonders reichlich in den Muskeln der kaltbliitigen 
Tiere.*) 

Das Taurin reagiert in waBriger Lésung neutral, so dad 
es als inneres Ammoniumsalz aufzufassen ist, in dessen Molekiil 
der basische und saure Rest sich gegeneinander neutralisieren. 
Nach H. Schiff und G. Buglia und A. Costantino?) ver- 
mag es als schwache Saure zu fungieren, besonders bei Gegen- 
wart von Formaldehyd. 

Darin liegt die Aufklirung dafiir, daB es trotz der Gegen- 
wart der Aminogruppe nicht die Fahigkeit besitzt, mit Sauren 





1) Kelly, B. Ph. P. Bd. 5, 8.377 (1904). 
*) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 319, S. 64 (1901). 


ee 




















iy 
ae. 


Uber das Taurin. 234 


gu Salzen zusammenzutreten; auch l4Bt es sich weder ver- 
estern, noch am Stickstoff acylieren. 

Brieger') hat das Taurin in methylalkoholischer Kali- 
lauge gelést und durch Behandlung mit Jodmethyl ein Tauro- 
betain erhalten. James?) hat synthetisch Dimethyltaurin aus 
6-Dichlorathansulfonsiure und Dimethylamin dargestellt. 

Wie H. Kolbe®) angezeigt hat, ist das Taurin in #£-Stellung 
durch die Aminogruppe ersetzte Athylschwefelsiure und die 
starke saure Kigenschaft der Athylschwefelsiure ist als durch 
die basische Aminogruppe zuriickgedrangt anzusehen, 

Wenn man saure Eigenschaften des Taurins annehmen 
kénnte, so wiirde man wohl denken, daB das Taurin unter 
entsprechenden Bedingungen als Aminosiure methyliert und 
acyliert werden kénne. Ks ist mir tatsichlich gelungen, das 
Taurin zu methylieren und acylieren. Daraus ergibt sich, da8 
sich wenigstens ein Teil der Aminogruppe des Taurins verhilt 
wie die der Aminosauren. Durch Methylierung ist die basische 
Kigenschaft der Aminogruppe erheblich erhéht worden, so 
daB das Dimethyltaurin mit neutralen Salzen leicht ein Salz 
bildet. Durch Acylierung bildet das Taurin leicht krystalli- 
sierbares Salz. 


Methylierung des Taurins. 


30 g ganz reines Taurin wurden in 750 ccm Wasser gelist 
und dazu 105 g Methyljodid, 75 g Natriumcarbonat und 60 g 
Magnesiumoxyd zugefiigt und auf dem Wasserbade unter dem 
RiickfluBkiihler 20 Stunden erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde 
auf dem Wasserbade unter gelinder Erwarmung zur Trockne 
abgedampft. 

Zum Entfernen des durch Erwirmen frei gewordenen Jods 
habe ich absoluten Alkohol zugesetzt und filtriert. Der Riick- 
stand wurde mit Alkohol gewaschen, getrocknet und in etwa 
1 Liter Wasser gelést und wieder vom Ungeldsten abfiltriert. 
Das Filtrat wurde im Vakuum bei niedriger Temperatur ein- 





') Diese Zs. Bd. 7, S. 35 (1882). 
2) Jl. Pr. Ba. 31, S. 413 (1885). 
*) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 122, S. 36 (1862). 
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geengt, filtriert und zu dem Filtrat die 5 fache Menge absoluten ‘ 
Alkohols hinzugefiigt. Beim Stehen schieden sich in diinnen | 
Blattchen reichliche Krystalle aus. Die Ausbeute betrug etwa 31 ¢. 

Diese Krystalle sind jod-, schwefel- und stickstoffhaltig. 
Die Krystalle wurden in Wasser gelést und mit frisch ge- 
falltem Silberoxyd entjodet und von dem ausgeschiedenen Jod- 
silber abfiltriert. Beim Zusatz von Silberoxyd in die Lésung 
entweicht das Ammoniak, das man am Geruch erkennen kann. 
Das von Jodsilber befreite Filtrat wurde durch Einleiten von 
Schwefelwasserstoff entsilbert. Nach dem Verjagen des Schwefel- 
wasserstoffs aus der Lésung habe ich die Lisung im Vakuum 
zur Trockne eingeengt. Dabei erhalt man den in Tafeln oder 
in Nadeln krystallisierenden Koérper, der aus Essigither in 
schéne Tafeln umkrystallisiert wird. 

Wenn man die jodhaitigen Krystalle aus 95 °/,igem heiBen 
Methylalkohol umkrystallisiert, erhalt man unter Freiwerden 
von Jodammonium, das in Methylalkohol gelést bleibt, einen in 
glinzenden Prismen krystallisierten Kérper. Dieser K6érper hat 
dieselben Eigenschaften wie der aus Essigither umkrystallisierte. 

Der Kérper ist in Wasser und HEisessig leicht ldslich, 
schwer léslich dagegen in heiBem Methylalkohol und Essig- 
ther, aus dem er umkrystallisiert wird. In Alkohol, Ather 
und anderen organischen Liésungsmitteln ist er ganz unléslich. 
Der Ké6rper ist schwefel- und stickstoffhaltig, aber frei von 
Jod und er zeigt den Schmelzpunkt 315—316° nach Trocknen 
im Vakuum bei 120° C. 


1. 0,188 g Substanz gaben 0,1578 g CO, und 0,0925 g H,O. 


2.0,1251g ,, »  0,1485g CO, ,, 0,0815 g H,O. 
Fir N(CH,;),—CH,—CH,—SO,H Ber. OC 381,34, H 7,24 °/, 
Gef. 1. ,, 31,18 » 1,0 
~« £~ S18 » 1a6 
1. 0,1 g Substanz gebraucht 6,25 cem n/10-H,SQ,. 
2. 01 g “ 6,2 ecm n/10-H,SQ,. 


Fir N(CH,),—CH, —CH,—S0,H Ber. N 9,15 oe 
Ger. i. ,, S35 
5 oy OO 
Nach der Analyse stimmt die Substanz gut mit dem Dimethy]- 
taurin iiberein. 
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Das Neutralsalz des Dimethyltaurins. 


Der aus dem Reaktionsgemisch isolierte jodhaltige, in 
dinnen Tafeln krystallisierte Kérper wurde in Wasser gelést 
und die 5fache Menge absoluten Alkohols zugefiigt. Dann 
scheiden sich schéne Krystalle ab. Durch vielmaliges Um- 
krystallisieren aus verdiinntem Alkohol habe ich ziemlich reine 
Krystalle erhalten. 

Aus der wiBrigen Lésung scheidet sich durch Zusatz von 
konzentrierter Salpetersiure leicht Jod ab und durch Zusatz 
von frisch gefalltem Silberoxyd entweicht das Ammoniak aus 
der Lésung. Auf Grund dieser Tatsache kann man vermuten, 
daB der Kérper Jod und Ammoniak ganz labil gebunden 
enthalt. 

P. Pfeiffer) hat verschiedene Neutralsalzverbindungen 
der Aminosdiuren und Betaine beschriegben. 

Nach diesem Ergebnis kann man die Frage stellen, ob 
das Dimethyltaurin mit dem Ammoniumjodid, das bei der 
Reaktion vorgekommen ist, die Komplexsalzverbindung bildet. 

Unter diesem Gesichtspunkte habe ich folgende Analyse 
vorgenommen. 

Krystallwasserbestimmung. 
0,1174 g Substanz verloren im Vakuum iiber H,SO, 0,019 g H,0O. 


Fir NH,J-2(N(CH,).—CH,—CH,— S0O,H)-5H,O 
Ber. H,O 16,63 °/, 
Gef. ,, 16,18 


Jodbestimmung. 


0,1174 g Substanz gaben 0,03198 g Jod. 
Fir NH,J-2(N(CH,),—CH,—CH,—SO,H)-5H,0. 
Ber. Jod 27,24 °/, : 
Gef. » 28,12 
Dieses Salz ist sehr labil und unbestindig und schon beim 
Umkrystallisieren aus heiBem Alkohol spaltet es leicht Jod ab. 
Aus den Daten kann man ersehen, dab das Dimethyltaurin 
leicht mit Ammoniumjodid Komplexsalzverbindungen bildet, 
die aus 1 Mol Ammoniumjodid und 2 Mol Dimethyltaurin be- 





') Diese Zs. Bd. 81, S. 329 (1912); Bd. 133, S. 22 (1924). 
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stehen. Diese Komplexsalzverbindung krystallisiert mit 5 Mol 
Krystallwasser. 


Acylierung des Taurins. 

R. Nietzki und Th. Benckiser’) sind erfolglos gewesen 
bei dem Versuch, die Sulfanilsiure mit Essigsiureanhydrid zu 
acetylieren, aber sie konnten unter Zusatz von Natriumhydroxyd 
zu dem Reaktionsgemisch die Sulfanilsiure acetylieren. Dieses 
Experiment ist von G. Schroeter? bestitigt worden. 

Danach ist es sehr wohl mdglich, auch das Taurin zu 
acetylieren, wenn man das Taurin mit Natronlauge mischt. 
Unter diesen Umstanden ist es mir gelungen, das Taurin mit 
Essigsiureanhydrid zu acetylieren. 

10 g gut pulverisiertes Taurin wurden mit 200 ccm abso- 
lutem Alkohol versetzt, in welchen 3,2 g Natriumhydroxyd 
gelést waren, und in das Gemisch wurde 200 ccm Essigsaure- 
anhydrid gebracht; dann siedet unter starker Erwarmung das 
Gemisch auf. Kinige Zeit auf dem Wasserbade erwirmt, wurde 
das Reaktionsgemisch heif filtriert. Aus dem Filtrat scheidet 
sich bald der in feinen Nadeln krystallisierende Kérper ab. 
Das Gewicht des erhaltenen Kérpers betrug etwa 2,0 g. Mit 
heiBem absoluten Alkohol kann man ihn gut reinigen. 

Der Kérper ist in Wasser leicht léslich, in Hisessig und 
Methylalkohol léslich, dagegen in Essigither und in kaltem 
Alkohol schwer léslich, Im Vakuum bei 110°C getrocknet, 
zeigt der Kérper den Schmelzp. 233—234°C. Der Ké6rper 
ist sehr hygroskopisch und seine wiBrige Liésung reagiert 
neutral auf Lackmus. 

Die Substanz wurde mit 2,5°/, Natronlauge hydrolysiert 
und das Hydrolysat nach dem Ansaiuern mit Schwefelsiure 
destilliert. Wenn man das Destillat mit schwefelsiurehaltigem 
Alkohol kocht, erkennt man durch den Geruch den gebildeten 
Essigester. 


1. 0,1848 g Substanz gebrauchten 6,85 cem n/10-H,SQ,. 
2. 0,1219 g ie - 6,17 eem n/10-H,SQ,. 





) Chem. Ber. Bd. 17, S. 709 (1884). 
*) Chem. Ber. Bd. 39, S. 1561 (1906). 
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Fir CH,—CO—NH—CH,—CH,—S0O,Na Ber. N 7,4 °%7/, 
Gef. 1. ,, 7,11 
y 2» wy 1,09 
0,0742 g Substanz gaben 0,0276 g Na,SQ,. 
Fir CH,—CO—NH—CH,—CH,—S0O,Na Ber. Na 12,16 °%, 
Gef. ,, 12,035 


Aus dem Ergebnis kann man schlieBen, da8 der erhaltene 


 Kérper gut mit dem N-Monoacetyltaurinnatrium iibereinstimmt. 


Aus dem Natriumsalz freies Acetyltaurin zu erhalten, ist mir 
nicht gelungen, beim Ansaiuern der waBrigen Lésung habe ich 
nimlich immer freies Taurin erhalten. So ist das Acetotaurin 


sehr leicht verseifbar wie Acetosulfanilsiure. 


Wie Nietzki und Benckiser angezeigt hatten, ist auch 


| das Taurin als ein inneres Ammoniumsalz in Lisung geblieben, 
damit Aminogruppe und Sulfongruppe sich gegeneinander 
+ neutralisieren. 


Ks ist wohl denkbar, da8B durch Einwirkung des Natrium- 


4 hydroxyds auf das Taurin sich zuerst das Natriumsalz bildet, 


das dann mit Essigsiureanhydrid acetyliert wird. 


3 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLV. iT 











Uber ein neues Cerebrosid des Gehirns. 
Von 


E. Klenk. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. April 1925.) 


Nachdem durch die vorangehende Arbeit festgestellt war, 
daB die Bleifillung, aus der 8. Frankel und F, Kafka?) 
ihren ,, Di- Lignoceryl-N-di-Glykosamin-monophosphorsaurester“ 


isoliert haben, kein Glukosamin enthielt, ist mir die Aufgabe 
zugefallen, die Natur der darin enthaltenen zuckerhaltigen Sub- 
stanz aufzukliren. Fir die Uberlassung dieser Arbeit méchte 
ich Herrn Professor Thierfelder auch an dieser Stelle bestens 
danken. 

Die Vermutung lag nahe, da8 es sich um cerebrosidartige 
Stoffe handeln wiirde. DaB in die Ather- oder Petrolither- 
extrakte Protagon bzw. Cerebroside iibergehen, ist eine alt- 
bekannte Tatsache. Hermann Loening und H. Thier- 
felder?) haben gezeigt, daB es sich um eine ganz bedeutende 
Menge handelt; “sie fanden im Atherextrakt 26,76°/, des Ge- 
samtgalaktosegehaltes des Gehirnpulvers. 

Nun mi8te man zwar auf Grund der Untersuchungen von 
Thudichum’), die auch Rosenheim‘) bestatigte, annehmen, 
daB die Cerebroside durch ammoniakalisches Bleiacetat nicht 





1) Biochem. Zs. Bd. 101, S. 159 (1920). 

*) Diese Zs. Bd. 77, S. 217 (1912). 

5) Die chem. Konstitution des Gehirns des Menschen u. der Tiere. 
Tiibingen 1901, Franz Pietzcker, 8. 178—181, 220. 

*) Biochemical Jl. Bd. 8, 8. 118 (1914). 
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gefallt werden. Aus dem folgenden ergibt sich, daB dieg,durch- 
aus nicht allgemein zutrifft. Ja, reines Cerebron la@t sich 
sogar quantitativ aus der alkoholischen Lisung als so gut wie 
unlésliche Bleiverbindung ausfaillen. Es wire also nicht ver- 
wunderlich, wenn in der obigen eaaetng, in der Tat auch 
Cerebroside angetroffen wiirden. 

Wie die nahere Untersuchung ergab, handelte es sich tat- 
sichlich um ein Cerebrosidgemisch, das im wesentlichen aus 
einem bis jetzt unbekannten Cerebrosid bestand, dem ich den 
Namen Nervon gebe. Uber seine Darstellung und seine Zu- 
sammensetzung soll hier berichtet werden. 

Die verwendeten Gehirne stammten teils vom Menschen, 
teils vom Rinde. 


A. Die Isolierung des Nervon. 


a) Aus Menschengehirn. 


Die Methode der Aufarbeitung der frischen Gehirne ist 
bereits im Hoppe-Seyler-Thierfelderschen Handbuch’) ge- 
nauer beschrieben. Die vereinigten petrolatherischen Extrakte 
von 10 Gehirnen wurden — weiterhin den Angaben von 
S. Frankel?) zur Darstellung des Di-lignoceryl-N-di-glykosamin- 
monophosphorsaureesters folgend — bis auf 3 Liter eingeengt, 
das nach Stehen im LEisschrank ausgefallene Protagon ent- 
fernt, das Einengen bis zu einem Volumen von etwa 500 ccm 
fortgesetzt und unter stetigem Umriihren langsam 21/, Liter 
absoluter Alkohol zugegeben. Die Kephalinfraktion setzte sich 
an Wandung und Boden des GefiBes rasch ab. Die iiber- 
stehende klare Flissigkeit wurde dekantiert, der zihe Nieder- 
schlag gut mit absolutem Alkohol nachgewaschen und der 
Waschalkohol mit der Hauptmenge vereinigt. Zur Entfernung 
des Petrolithers wurde diese alkoholische Lésung im Vakuum 
eingeengt, wieder bis zum urspriinglichen Volumen mit abso- 





1) Handbuch der physiologisch- u. pathologisch-chemischen Analyse, 
9. Aufl., Springer 1924, 8S. 890. 

*) Abderhalden’s Handbuch der biolog. Arbeitsmethoden, Abt. I, 
Teil 6, Heft 1, S. 21 u. 38 (1922). 
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lutem Alkohol verdiinnt, mit einer heibgesittigten alkoholischen 
Bleiacetatlésung, die etwas Ammoniak enthielt, versetzt und 
der entstandene Niederschlag abfiltriert. Fiigt man dem Filtrat 
nachtriglich noch alkoholisches Ammoniak hinzu, so wird noch 
eine zweite geringere Fallung erhalten. Ausbeute: 1. Fallung 
22 g, 2. Fallung 4,5 g. 

AnschlieBend folgte sogleich die Zerlegung des Bleinieder- 
schlages mit Schwefelwasserstoff. Die erste Bleifallung*) (21 g) 
wurde in 350 ccm heiBem 96 °/,igem Alkohol suspendiert und 
durch 11/, Stunden langes Einleiten von Schwefelwasserstoff 
zersetzt, wobei die Flissigkeit dauernd auf dem Wasserbad 
unter Riickflu8kiihlung siedete. Die heif filtrierte Lésung 
setzte beim Stehen iiber Nacht im Eisschrank einen reichlichen 
Niederschlag (2) ub, der abgesaugt wurde. Das Filtrat lieferte 
nach EKinengen im Vakuum noch eine zweite kleinere Ab- 
scheidung. 

Die Abtrennung der Phosphatide. Die beiden ver- 
einigten Niederschlige & lassen sich durch Anwendung der 
iiblichen, indifferenten Lésungsmittel nicht weiter in verschiedene 
Bestandteile zerlegen. Eine Abtrennung von phosphorhaltigen 
und zuckerfreien Stoffen erreichte ich durch Anwendung von 
schwach salzsiurehaltigem Aceton. Dieses list die Phosphatide 
leicht heraus, waihrend alle zuckerhaltigen Substanzen im un- 
gelésten Teil (%) zurtickbleiben. 

Die Fraktion &% wurde mit 100 ccm Aceton, das 1 ccm 
konzentrierte Salzsdure enthielt, in einer Schale fein zerrieben, 
in eine Flasche mit eingeschliffenem Stopfen gefillt und 
1/, Stunde geschiittelt. Der abfiltrierte, mit salzsiurehaltigem 
und salzsiurefreiem Aceton gut gewaschene ungeléste Teil wog 
7,0 g. 

Er wurde nun in 55 ccm eines Gemisches von 1 V.-T. 
Chloroform und 8 V.-T. Methylalkohol durch gelindes Er- 
wirmen geliést. Die beim Abkiihlen auf Zimmertemperatur 
erhaltene 1. Abscheidung (©,) wog 5,0 g. Aus dem im Vakuum 
eingeengten Filtrat wurde durch Kiskiihlung eine 2. Abscheidung 
(©, = 1,7 g) gewonnen. Die Mutterlauge enthielt noch 0,3 g (€,). 


*) Uber die 2. Bleifallung vgl. S. 249. 
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Obgleich der Phosphorgehalt von €, und ©, gering war, 
kam man durch weiteres Umlésen aus demselben Lésungs- 
mittel nicht zu phosphorfreien Priparaten. 

Die Entfernung des letzten Restes von Phosphor erfolgte 
durch Fallung mit Cadmiumacetat aus methylalkoholischer 
Lésung, wodurch zugleich noch die letzten Spuren Farbstoff 
niedergeschlagen wurden. Man léste die Substanz in der 
40 fachen Menge heiBen Methylalkohol und fiigte eine methyl- 
alkoholische Lésung von 0,5 g Cadmiumacetat hinzu. Es ent- 
stand ein geringer Niederschlag, der sich beim Zufiigen von 
wenig methylalkoholischem Ammoniak noch vermehrte und der 
nach dem Abfiltrieren sich als sehr phosphorreich erwies. Die 
aus der methylalkoholischen Lisung nach Entfernung des ge- 
lésten itiberschiissigen Cadmiums mit Schwefelwasserstoff beim 
Abkihlen aufgetretene und abgesaugte, rein weiBe Abscheidung 
(D, aus ©,; D, aus ©,) war phosphorfrei. Ausbeute aus 4,5 g 
von ©, :4,0 g. 

Der Zuckergehalt (berechnet fiir Galaktose) der einzelnen 
Fraktionen ist in folgender Tabelle zusammengesiellt. 


Saimtliche Zuckerbestimmungen dieser Arbeit sind unter Benutzung 
der Methode von Bertrand nach den Angaben von Hermann Loening 
und H. Thierfelder’) ausgefiihrt worden. 














; Substanz | KMn0O, Cu Galaktose | Galaktose 
Fraktion ‘ 

g com mg mg lo 

1. Bleifallung | 0,4115 5,5 54,70 29,17 7,1 
.. 0,4313 5,85 58,18 81,11 7,2 
B 0,1226 4,25 42,27 22,37 18,2 

G, 0,1142 4,25 42,27 22,37 19,6 

D, 0,0728 2,15 27,11 14,22 19,5 
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In den ersten 4 Bestimmungen entsprechen 22,5 cem, bei D, 22,7 ccm 
Kaliumpermanganatlisung 228,775 mg Cu. 


Die in der verarbeiteten Bleifallung enthaltene Zucker- 
menge betrug 1,49 g, in @ waren noch enthalten 1,28 g, also 
86°/, des im Ausgangsmaterial vorhandenen Zuckers. 





*) Diese Zs. Bd. 77, S. 204 (1912). 
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Die P-freie Substanz (Nervonfraktion). Das Ver- 
halten der Substanzen ® entspricht vollstindig dem von Cere- 
brosiden. Im Laufe der Reinigung ist die Léslichkeit in Ather 
(2 war noch atherléslich) verloren gegangen. Hine zur Orientie- 
rung vorgenommene Spaltung mit waBriger Saiure fihrte zu 
den Spaltstiicken: Galaktose, Sphingosin und ein Gemisch von 
Fettsiuren, das neben gesittigten, vorwiegend eine ungesittigte 
Saure enthielt. Diese ungesittigte Fettsiure muBte einem seither 
noch unbekannten Cerebrosid angehéren, das offenbar die Haupt- 
menge des vorliegenden Cerebrosidgemisches bildete. Die Anwesen- 
heit eines Cerebrosids mit wesentlich ungesittigterem Charakter 
wurde dementsprechend auch durch die Jodzahl angezeigt: 


. g Substanz von D, verbrauchten 1,70 ccm n/10-Bromlésung. 
0,0441 g 9? + D, bb 1,76 ccm 99 


Jodzahl: 51,8; 50,7 


Die Jodzahl der beiden bekannten Cerebroside Cerebron 
und Kerasin ist bedeutend niederer. Fiir reines krystallisiertes 
Cerebron ergab sich: 

0,0650 g Substanz verbrauchten 1,59 ccm n/10-Bromlésung. 

Jodzahi: Gef. 31,0 
Ber. fiir C,,H,,NO, 30,65 

Kerasin stand nicht zur Verfiigung, die fiirC,,H,, NO, + H,O 
berechnete Jodzahl ist 31,1. 

Alle Jodzahlbestimmungen dieser Arbeit wurden nach der 
neuen Methode von Rosenmund und Kuhnhenn!) ausgefihrt. 
Es muBte versucht werden, mit einem Bruchteil der hierfiir vor- 
geschriebenen Substanzmengen auszukommen, um bei der groBen 
Anzahl von solchen Bestimmungen, die noch nétig waren, nicht 
zu viel Material zu verlieren. Bei Anwendung von Mikro- 
biiretten und entsprechender sinngemiBer Anderung der Vor- 
schrift konnte bis auf 0,02 g fir Olsiiure heruntergegangen werden. 





Bei einer zweiten Darstellung fiihrte die Verarbeitung von 
20 Menschengehirnen nach derselben Methode zu folgendem 
Resultat: 





1) Zs. fiir Unters. der Nahrungs- u. Genu8mittel Bd. 46, S. 154 (1928). 
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Fiir 
Gesamt- Bestimmung Verbrauch Jodzahl 
Fraktion | ausbeute verwendete | n/10-Brom- 
Menge gef. 
& lésung 
a 
D, 7,0 0,0401 1,65 52,2 
>, ; 0,0479 1,96 51,9 
0,0449 1,87 52,8 
: Substanz KMnO, Cu Galaktose | Galaktose 
Fraktion ; 
g com mg mg lo 
D, 0,0703 2,70 26,62 13,96 19,9 
D. 0,0706 2,12 26,82 14,06 19,9 

















22,7 ceom der Kaliumpermanganatlésung entsprechen 223,775 mg Cu. 





Die ebenso aufgearbeitete, durch Zusatz von Ammoniak 
entstandene zweite Bleifillung (S. 246) lieferte gleichfalls eine 
Nervonfraktion, die der aus der ersten Bleifallung offenbar 
vollig gleich war. Ausbeute aus erster und zweiter Darstellung 
(10 + 20 Gehirne): 9, 1,9 g. 

0,0416 g Substanz verbrauchten 1,71 ccm n/10-Bromlésung. 

Jodzahl: 52,2. 














Substanz KMn0, Cu Galaktose Galaktose 
g ecm mg mg */o 
0,0727 2,75 27,11. 14,22 19,6 














22,7 eem der Kaliumpermanganatlésung entsprechen 223,775 mg Cu. 


Die Reinigung der Nervonfraktion. Unter der be- 
rechtigten Annahme, daB die bei der Spaltung aufgetretene 
kleinere Menge gesittigter Fettsiuren von dem Vorhandensein 
von Cerebron und Kerasin herriihrte, muBte bei der Reinigung 
das in Frage kommende neue Cerebrosid wegen seines un- 
gesittigteren Charakters jeweils in der Fraktion mit der héheren 
Jodzahl angehiuft sein. In der Bestimmung der Jodzahl der 
einzelnen Fraktionen stand also ein einfaches und zuverlissiges 
Mittel zur Verfiigung um den Gang der Reinigung zu verfolgen. 


ee 
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Zur ersten Reinigung eignet sich gut das, schon bei der 
Trennung von Cerebron und Kerasin bewihrte, fraktionierte 
Krystallisieren aus Alkohol. Sobald aber ein gewisser Rein- 
heitsgrad erreicht ist, kommt man damit nicht mehr 
weiter. 

®, wurde in der 15fachen Menge Methylalkohol durch 
Erwirmen gelést. Beim Abkiihlen auf 40°, was im ent- 
sprechend angewairmten Wasserbad geschah, schied sich ein 
schwerer, kérniger Niederschlag (1) aus, der sich rasch zu 
Boden setzte. Er wurde auf warmer Nutsche abgesaugt. Bei 
einer Temperatur von etwa 30° begann im Filtrat eine zweite, 
jetzt aber sehr voluminése Abscheidung aufzutreten. Nach 
Abkiihlen auf 0° wurde abgesaugt und diese zweite Abscheidung 
noch einmal derselben Fraktionierung unterworfen, wodurch 
man wieder — jetzt eine bedeutend kleinere — erste und 
eine gréBere zweite Fraktion (2) erhielt. 


+ { 0,0520 g Substanz verbrauchten 1,93 ccm n/10-Bromlésung. 


0,0545 g ” ” 2,00 ccm 
2. 0,0387 ¢ ‘ss » 1,79 cem 


Jodzahl: 1. 47,1; 46,5. 2. 58,7 


? 


7 


Die weitere auf diese Weise vorgenommene Fraktionierung 
fihrte zu keinen Praparaten mit héherer Jodzahl, was auch 
nicht durch Anwendung einer ganzen Reihe von anderen 
Lésungsmitteln zu erreichen war. 

Hinigen Erfolg hatte die Fraktionierung aus einem Ge- 
misch von 1 V.-T. Chloroform und 2 V.-T. Methylalkohol. Die 
Substanz wurde in dem 20fachen Volumen Lésungsmittel 
durch gelindes Erwarmen aufgenommen und durch stufenweises 
Abkihlen in 3 Fraktionen zerlegt; 1. Fraktion erhalten durch 
Abkihlen auf Zimmertemperatur, 2. Fraktion durch Eiskihlung, 
8. Fraktion aus Mutterlauge durch Entfernung des Liésungs- 
mittels im Vakuum und Umkrystallisieren des Riickstandes 
aus Methylalkohol. 


1, Fraktion: 0,0857 g Subst. verbrauchten 1,57 cem n/10-Bromlésung. 
>, Oe . 1,82 com : 
i, Wee; 8 1,79 com . 


Jodzahl: 1. 55,8 2. 60,0 38. 61,0 
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Damit muBten die Reinigungsversuche vorlaufig eingestellt 
werden, da mit dem noch zur Verfiigung stehenden Material 
auch die Untersuchung der Spaltstiicke durchzufihren’ war. 

Die 3. Fraktion ist nach iarer Jodzahl das reinste Praparat, 
das erhalten werden konnte. Aus Methylalkohol krystallisiert 
die Substanz in zu Rosetten angeordneten feinen Nadelchen; 
jedoch sind auch noch amorphe Einlagerungen vorhanden. 

Auch aus den Zwischenfraktionen lieBen sich durch oft- 
maliges Umkrystallisieren Priparate darstellen, deren Jodzahl 
zwischen 60 und 61 lag, und deren Krystallisationsproben ein 
ahnliches Bild wie oben ergaben. 

Die Ausbeute an diesen reineren Substanzen betrug ins- 
gesamt nur etwa 10°/, der urspriinglichen Nervonfraktion. Der 
weitaus gréBte Teil des neuen Cerebrosids war in den un- 


reineren Fraktionen geblieben. 

Es sei noch erwihnt, daB auch eine Reinigung iiber das acetylierte 
Produkt versucht wurde. Das verwendete Material hatte die Jodzahl 56. 
Die Acetylierung erfolgte nach der Vorschrift von Thierfelder.’) Die 
Substanz besaB dieselben Léslichkeitsverhiltnisse wie Acetylcerebron 
baw. Acetylkerasin. Aus der methylalkoholischen Lésung trat beim 
Abkihlen durch Kiltemischung ein Niederschlag (1) auf. Dieser wurde 
abfiltriert und durch '/, stiindiges Kochen mit n/2-methylalkoholischer 
Natronlauge verseift. Dasselbe geschah mit dem in der Mutterlauge 
verbliebenen Teil (2). Nach Umkrystallisieren aus Methylalkohol hatten 
die zwei Fraktionen folgende Jodzahlen: 


1. 0,0868 g Substanz verbrauchten 1,51 cem n/10-Bromlésung. 
2 0,0393 g yp ¥ 1,92 ecm . 
"| 0,0858 g . ‘i 1,74 ecm we 


Jodzahl: 1. 52,1 2. 62,0 62,6 


Da die Krystallisationsprobe von 2 volistindig amorph ausfiel, so 
wurde diese Reinigungsmethode vorliufig nicht weiter verfolgt. 


b) Aus Rindergehirn, 


Als Ausgangsmaterial diente die Acetonfaillung des mit 
Soxhletapparat gewonnenen — von der Abscheidung ab- 
filtrierten — Atherextraktes von 97 Rindergehirnen. Sie stammte 
von Untersuchungen her, die schon einige Jahre zuriickliegen. 





1) Diese Zs, Bd. 89, 8. 248 (1914). 
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Der Brei der frischen Gehirne ist seinerzeit in dinner Schicht 
durch einen warmen kraftigen Luftstrom getrocknet und die 
trockene Masse gleich anschlieSend mit Ather extrahiert worden. 
Aus der zur Aufbewahrung der Acetonfillung dienenden Flasche 
war die Luft durch Kohlendioxyd verdringt. Nachdem die 
ganze Menge in Petrolither aufgenommen und daraus zur 
Entfernung des noch etwa vorhandenen Cholesterins ein zweites 
Mal mit Aceton gefallt war, muBte diese Fallung im gro8en 
Ganzen der Petrolitherfraktion von a) entsprechen. 

Sie wurde nun nach 8. Frankel und F. Kafka?) in einer 
groBen Reibschale mit 96°/,igem Alkohol ausgezogen und zwar 
in vier aufeinanderfolgenden Extraktionen (I—IV) mit je 5 Liter. 
Jede Extraktion wurde zunachst fiir sich in der oben be- 
schriebenen Weise verarbeitet, die Vereinigung erfolgte erst 
vor der Zerlegung der Bleifallung. 

Die Menge und der Zuckergehalt (ber. fiir Galaktose) der 
Bleifallungen ist in folgender Tabelle zusammengestellt. 


In I und II ist die zweite durch nachtrigliches Zufiigen von Ammoniak 
entstandene Fallung mit eingeschlossen, in III und IV ist diese getrennt. 








Fir 
Gesamt-| Bestimmung Galak- | Galak- 
menge | benutzte mO,) (Ou tose tose 
Menge ‘ 
g : cm | mg | mg lo 








I 0,4340 2,7 26,50 | 18,89 8,2 
I 0,4280 8,5 84,85 | 18,08 4,3 
Ill 1. 0,4065 1,95 19,14 9,92 2,4 
2. 0,8994 4,2 41,22 | 21,80 5,5 

IV 1. 0,3580 1,95 19,14 9,92 2,8 
2. 0,4034 5,0 49,07 | 26,09 6,5 


22,8 ecm der Kaliumpermanganatlésung entsprechen 223,775 mg Cu. 




















In Einzelversuchen ergab sich, da8 nach Zerlegung der Bleifallung I 
die Abscheidung 86°, des eingefiihrten Zuckers enthielt, bei der darauf- 
folgenden Behandlung mit salzsiurehaltigem Aceton blieben hiervon 
wieder 92°/, in dem ungeldésten Teil %. 


Der Zuckergehalt (ber. fir Galaktose) der Frektionen war: 





1) Biochem. Zs. Bd. 101, S. 163 (1920). 








2 





Uber ein neues Cerebrosid des Gehirns. 2538 


























Fraktion Substanz | KMn0O, Cu Galaktose ee 
ecm mg mg lo 
w 0,2080 4,3 42,78 22,66 10,9 
B 1. 0,1800 5,15 57,21 30,56 17,0 
2. 0,1038 3,65 36,31 19,17 18,5 
3. 0,1292 4,35 43,28 22,93 17,7 
4, 0,1104 3,55 35,32 18,62 16,9 











22,5ceem der Kaliumpermanganatlésung entsprachen 223,775 mg Cu. 


Die Praparate 6,, sind durch portionenweise Aufarbeitung der 
Bleifallungen erhalten worden (%,.., aus I, 8, .., aus den vereinigten 
Fallungen II, II und IV). 

Von %, wurde auch der Phosphor bestimmt: 


0,1820 g Substanz gaben nach Embden') 0,0424¢ Strychnin- 


phosphormolybdat. 
Gef. 0,36 °/, P. 


Die Gesamtausbeute an Teil 6 betrug 20 g. 

Die durch die jetzt folgende Fraktionierung aus Chloro- 
form—Methylalkohol erzielte Reinigung geht aus dem an- 
steigenden Phosphorgehalt der Fraktionen ©,—€, hervor. Aus- 
gegangen wurde von einer Menge von 11,5 g. 

©, (4,7 g) 0,0953 g Subst. gaben 0,0040 g Strychninphosphormolybdat. 
©, (5,5 g) 0,1080¢ _ ,, »  0,0230¢ " 
6G ig (%0,107%¢ , »  0,1155¢g e 
Gef. 0,05 0,24 1,21°%/, P. 

Die Bestimmung von ©, macht natiirlich keinen Anspruch auf 
Genauigkeit; sie soll nur ungefaihr die GréBenordnung anzeigen, um die 
es sich handelt. 

Die Fraktionen 2 waren wie bei a) phosphorfrei. Doch 
hatten sie eine bedeutend hoéhere Jodzahl. Fir D, wurde 
nach einmaligem Umlésen aus dem 15fachen Volumen Aceton- 
Pyridin (1:1 V.-T.) gefunden: | 

D 0,0419 g Substanz verbrauchten 2,01 ccm n/10-Bromlésung. 

+) 0,0422¢ »,, ‘. 2,05 cem s 
Jodzahl: 60,9 61,6 

Die griBere Reinheit dieses Praiparats gegeniiber dem 

entsprechenden von a) zeigte sich schon an der Art der Ab- 





1) Diese Zs. Bd. 118, S. 188 (1921). 
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scheidung aus heiBer methylalkoholischer Lésung. Uber 40° 
blieb die Lésung klar, erst zwischen 40 und 30° begann die 
typische, von vornherein voluminése Abscheidung. 

Die letzte Reinigung geschah auch hier durch Fraktio- 
nierung aus Chloroform—Methylalkohol. 1,8g wurden in 30 ccm 
des Liésungsmittels (1:2 V.-T.) durch gelindes Erwirmen auf- 
genommen. Der beim Abkiihlen auf Zimmertemperatur aus- 
gefallene und abgesaugte Niederschlag wurde von neuem in 
50 ccm Chloroform—Methylalkohol (1:3 V.-T.) gelést, die beim 
Abkiihlen auf Zimmertemperatur aufgetretene Abscheidung (1.) 
wieder abgesaugt, das Filtrat mit dem vorhergehenden ver- 
einigt und daraus die Fraktion 2 durch Abkihlen auf 0° ge- 
wonnen. Die Mutterlauge wurde im Vakuum zur Trockne 
gebracht (3.) und samtliche 3 Fraktionen noch einmal aus 
Methylalkohol umkrystallisiert. Fraktion 1 und 2 kcystalline 
voluminése Abscheidungen; Fraktion 8 amorpher, sich zu Boden 
setzender Niederschlag. 


0,0860 g Substanz verbrauchten 1,74 ccm n/10-Bromlésung. 
0,0367 ¢g re 1,76 com ss 

2. (0,5 g)  0,0869 g ” 1,84 ecm i 

8. (0,2g) 0,0889¢ , 1,84 cem _ 
Jodzahl: 1. 61,4 60,9 2. 63,2 8. 60,0 


1. (1,0 g) 


B. Die Eigenschaften von Nervon. 


Die Jodzahl und das Verhalten der Fraktion 2 spricht 
dafiir, daB hier das reine Nervon vorliegt. Die Léslichkeits- 
verhaltnisse stimmen mit denen der andern Cerebroside, vor 
allem mit dem von Kerasin, tiberein. Diesem gleicht es auch 
in der Art, wie es sich aus seinen Lisungen abscheidet. Die 
Abscheidung bildet eine nicht an den Wandungen haftende 
zusammenhangende Masse, die die ganze Flissigkeit erfillt 
und die das Lésungsmittel so festhalt, daB das GefiB ohne 
Gefahr umgedreht werden kann. Die krystalline Struktur ist 
schon makroskopisch zu erkennen. Das mikroskopische Bild 
ist vodllig einheitlich, Es sind feinste Nidelchen, die von 
einem Punkt radiar ausstrahlen und so groBe Rosetten bilden. 
Einlagerungen sind nicht vorhanden. 








yo 
ie 
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Auch die Gipsplattenprobe nach Rosenheim)) zeigt die 
Reinheit des Priparats an. Die einzelnen Nadeln sind hier 
za Bischeln vereinigt; diejenige, deren Langsrichtung mit der 
Achse der Gipsplatte parallel verlaufen, sind blau gefarbt. 
Die Farbenanordnung ist also dieselbe wie beim Cerebron. Alle 
gleichgerichteten Nadeln besitzen dieselbe Farbe. 

Nervon wird durch alkoholisches Bleiacetat und Ammoniak 
aus der heiBen alkoholischen Liésung gefallt. 


Dies ist keine spezifische Eigenschaft dieses Cerebrosids. Wie 
oben schon hervorgehoben, gilt dasselbe auch fiir Cerebron. 

0,5 g reines, krystallisiertes Cerebron wurden in 150 ccm 96°, 
Alkohol gelést und die heiBe Lésung so lange mit alkoholischem Blei- 
acetat und Ammoniak versetzt, bis keine weitere Fillung auftrat. Der 
hei8 filtrierte und getrocknete Niederschlag wog 0,938 g. Die Blei- 
verbindung ist, auch in siedendem Alkohol, kaum léslich; freies Cerebron 
148t sich durch Kochen mit Alkohol nicht daraus extrahieren. 


Der Kérper schmilzt bei 180° zu einer klaren gelben 
Fliissigkeit, nachdem er schon lange vorher in halbflissigen 
Zustand iibergegangen ist. Auch unreine Praparate zeigen 
denselben Schmelzpunkt. 

Nach den analytischen Daten kommt ~~ Nervon die 
Formel C,,H,,O,N zu. 

0,1098 g Sebstens (getrocknet im Vakuum iiber Schwefelsiure) 

gaben 0,2858 g CO, und 0,1135 g H,0. 

0,0477 g Substanz verbrauchten 5,60 ccm n/100-Siéure (Mikrokjeldahl 

nach Folin).*) 


0,0471 g Substanz verbrauchten 5,50 ccm n/100-Saure (Mikrokjeldahl 
nach Folin). 


C H N Jodzahl 
Gef. 71,0%,  11,6%, 1,65; 1,64 63,2") 
Ber. fir C,,H,,0,N 70,9 11,2 1,76 63,8 


Die spezifische Drehung konnte nur an einer noch nicht 
véllig reinen Substanz mit der Jodzahl 61 bestimmt werden. 
0,5856 g Substanz gelést in Pyridin zu 6,1929g im 2 dm-Rohr. 
p = 9,456; d = 0,9879; of =— 0,81°. 
[a], =— 4,33°. 





*) 5,8. 254. 2. 

1) Biochem. Jl. Bd. 8, S. 117 (1914). 

%) Edlbacher in Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch der 
physiol. u. pathol.-chemischen Analyse, 9. Aufl. Springer 1924. S. 836. 
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C. Die Spaltstiicke des Nervon. 


Fir die Untersuchung der Spaltprodukte stand kein véllig 
reines Material zur Verfiigung. Die Spaltung erfolgte teils 
mit 7°/, waBriger, teils nach Thierfelder’) mit 10°/, methyl- 
alkoholischer Schwefelsaure. 

Nervonsaure. a) Aus Nervon von Menschengehirn. Die 
verwendete Substanz (3,35 g) war phosphorfrei und hatte die 
Jodzahl 58,2. 


\ 
0,0364 g Substanz verbrauchten 1,67 ccm n/10-Bromlésung. 


Nach der Spaltung mit 150 ccm 10°/, methylalkoholischer 
Schwefelsiure durch 7stiindiges Kochen auf dem Wasserbad 
unter Riickflu8 und Stehen iiber Nacht im Eisschrank wurden 
nur 0,24 g abgeschiedener Fettsiureester (Schmelzp. 63°) er- 
halten (wahrscheinlich in der Hauptsache Cerebronsiuremethyl- 
ester). Der in Lésung gebliebene gréfere Teil der Fettséuren 
bzw. deren Ester lieB sich durch 3maliges Ausschiitteln des 
Filtrats mit je 50 ccm Petrolither gewinnen. Um das Aus- 
ithern zu erleichtern, wurden vor dem zweiten und dritten 
Ausschiitteln zu der methylalkoholischen Schicht noch je 
75 com Wasser zugegeben. Fast der ganze, durch Petrolither 
ausziehbare Teil war schon in dem ersten Petrolitherauszug 
enthalten. Die vereinigten Petrolitherausziige wurden durch 
Schiitteln mit Wasser gewaschen, die waBrige Schicht ab- 
getrennt und mit dem wiaBrig-methylalkoholischen Teil ver- 
einigt. Nach Verdunsten des Petrolithers blieb ein leicht 
flieBendes, fast farbloses Ol (1,38 g nach dem Trocknen im 
Vakuum iiber Schwefelsiure) zuriick, das bei etwa 0° vdllig 
erstarrte. Eine methylalkoholische Liésung dieses Ols setzte 
bei Zimmertemperatur nur noch Spuren des festen Esters ab. 
Der in Lésung gebliebene Teil wurde nach Abdampfen des 
Methylalkohols mit 50 ccm n/2-methylalkoholischer Natronlauge 
durch 1stiindiges Kochen auf dem Wasserbad unter RiickfluB 
verseift, die Fliissigkeit mit Wasser verdiinnt, der Methyl- 
alkohol auf dem Wasserbad entfernt, mit Schwefelsiure an- 





1) Abderhalden’s Handb. d. biolog. nsec seuadeuameasane Abt. I, 
T. 6, Heft I, S. 157 (1922). 
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gesiuert, die freie Fettsiure mit Ather ausgeschiittelt, der 
Ather verdunstet und der Riickstand aus wenig Aceton durch 
Anwendung einer Kiltemischung umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt unscharf, voéllig geschmolzen bei etwa 54°. Die Substanz 
hatte ungesittigten Charakter. 

0,0327 g Substanz verbranchten 1,64 cem n/10-Bromlésung. 

Jodzahl: 63,6 

Die weitere Reinigung erfolgte durch Umlésen des 
Natriumsalzes aus Methylalkohol. Der beim Abkihlen auf 
Zimmertemperatur aufgetretene Niederschlag a wurde abfiltriert 
und aus dem in Lésung gebliebenen Teil wie oben die freie 
Saure zuriickgewonnen. Diese konnte wieder durch Fallung 
mit alkoholischem Bleiacetat aus warmer dtherischer Lésung 
nach Heiduschka und Steinruck?) in einen gefallten Teil £ 
und einen gelésten Teil y zerlegt werden. 

Uber die Menge und den Schmelzpunkt der freien Saiuren 

dieser 3 Fraktionen gibt folgende Zusammenstellung AufschluB: 























a 6 1 
Menge in Gramm .. . 0,18 0,29 0,44 
Schmelzpunkt. ... . 70° 63° 36—37 ° 


Von Fraktion y wurde nochmals das Natriumsalz dar- 
gestellt. Dieses aus Athylalkohol, die daraus erhaltene freie 
Saure aus Aceton umkrystallisiert und zur Analyse im Vakuum 
iiber Schwefelsiure getrocknet. Ausbeute 0,36 g, Schmelz- 
punkt 38—39°, 


0,0988 g Substanz gaben 0,2829 g CO, und 0,1109 g H,0. 
dspam g ‘ verbr. bei Titration 2,67 ccm n/10-alkoh. Lauge. 


0,0910 g ” ” ” ” 2,45¢ecm ,, ” ” 
0,0354 g -. » 1,85 cem n/10-Bromlésung. 
C H  aurch ‘Titeation Jodzabl 
Gef. 785°, 12,6% 370,0 66,3 
371,4 
Ber. fiir C,,H,,O0, 78,62 12,65 366,5 69,26 
sy CysHyO, 78,88 12,72 880,5 66,71 





1) Jl. fir prakt. Chem. N.-F. Bd. 102, 8. 244 (1921). 
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b) Aus Nervon von Rindergehirn. Die verwendete Sub- 
stanz (1,0 g) krystallisierte gut, war phosphorfrei und hatte die 
Jodzahl 61. Es wurde ebenso wie bei a) verfahren. 

Die Gesamtausbeute von Fettsiureester + Spuren freier 
Saure war 0,48 g. 

Die Menge des hiéher schmelzenden Esters betrug ins- 
gesamt: 0,033 g. 

Nach dem Umkrystallisieren aus Methylalkohol schmolz die Sub- 
stanz bei 57°. Eine Mischprobe mit Lignocerinsiuremethylester gab keine 
Schmelzpunktdepression. Die nach der Verseifung daraus erhaltene, aus 
Aceton umkrystallisierte Siure schmolz bei 77—78° Zur genaueren 
Untersuchung reichte das Material nicht aus, doch diirfte es sich um 
Lignocerinsiure gehandelt haben. 

Die nach der Verseifung des dligen Esters erhaltene un- 
gesattigte Fettsiure (Schmelzp. 40°) war schon ein recht reines 
Produkt. Die Fraktionierung fiihrte zu Substanzen vom 
Schmelzp. 41° bzw. 40°. Die aus den vereinigten Mutterlaugen 
erhaltene Fraktion schmolz bei 36°. 

Fir die Jodzahlbestimmung wurde die Substanz vom 
Schmelzp. 41°; fir die Titration die vom Schmelzp. 40° ver- 
wendet. 

ee g Substanz verbrauchten 1,76 ccm n/10-Bromlésung. 

0,0346 g ” ” 1,83 ccm ro 

Jodzahl: 68,0 67,1 
0,0589 g Substanz verbrauchten bei der Titration 1,60 ccm n/10- 
alkoholische Lauge. 
Mol.-Gew.: 368 

Nach Eigenschaften und Analyse sind die Saéuren von a) 
und b) zweifellos identisch. Die Nervonsiure ist in Ather, 
Alkohol und Aceton leicht léslich. Aus den beiden letzten 
Lésungsmitteln l48t sie sich durch starke Abkihlung um- 
krystallisieren. Das Natriumsalz ist in heiBem Athylalkohol 
léslich und fallt beim Abkihlen fast vollstindig aus; in kaltem 
Methylalkohol lést es sich wesentlich leichter. Das Bleisalz 
ist in kaltem Ather sehr schwer, in warmem etwas leichter 
léslich. In Berihrang mit salpetriger Saure geht die Siure, 
wie die Eruka- und Olsiure, in eine schwerer lésliche Isomere 
vom Schmelzp. 61° iiber. 





di 
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Der Nervonsiure dirfte die Formel C,,H,,O, zukommen. 
Die etwas zu niedere Jodzahl von a) ist wohl verursacht durch 
eine geringe Verunreinigung mit einer gesittigten Saure 
(Cerebronsaure), worauf auch die kleine Differenz der Schmelz- 
punkte der Saéuren von a) und b) zuriickzufiihren sein diirfte. 
Kine Saure von derselben Zusammensetzung ist von H. Meyer, 
L. Brod und W. Soyka?) iiber die «-Jodlignocerinsaure aus 
Lignocerinsiure dargestellt worden (Schmelzp. 59°, 


Sphingosin. Bei der Spaltung mit methylalkoholischer 
Schwefelsiure befindet es sich nach dem Ausschiitteln mit 
Petrolither in der wibBrig-alkoholischen Schicht und wurde 
daraus genau nach Vorschrift isoliert. Ausbeute an ge- 
reinigtem Sphingosinsulfat in dem unter a) angefiihrten Versuch: 
0,87 g, Schmelzpunkt 235° unter Zersetzung. Nach der An- 
wesenheit von Monomethylsphingosin bzw. Dimethylsphingosin 
ist nicht geforscht worden. 


Ein nach Spaltung mit wiBriger Sdure erhaltenes Priiparat hatte 
den fir Sphingosinsulfat berechneten Stickstoffgehalt: 


19,935 mg Substanz verbrauchten 5,91 cem n/100-Saure (Mikrokjeldahl 
nach Folin). 
Gef. 415°, N 
Ber. fiir (C,,H,,0,N),H,SO, 4,19 


Galaktose. Die niahere Identifizierung des Zuckers 
erfolgte in einem mit waBriger Saiure ausgefiihrten Spaltungs- 
versuch. Die vom ungelésten Teil (Fettsiure + Sphingosin- 
sulfat) abfiltrierte Hydrolysenfliissigkeit wurde nach Entfernung 
der Schwefelsiure mit Baryt und des iiberschiissigen Baryts 
durch Einleiten von Kohlendioxyd auf dem Wasserbad zum 
Sirup eingeengt. Er krystallisierte vollstindig nach Animpfen 
mit einer Spur Galaktose. Ein Teil davon mit Salpetersaiure 
vom spez. Gew. 1,15 oxydiert gab Schleimsiure; Schmeizpunkt 
unter Zersetzung 225°. Der andere Teil wurde in das Osazon 
iibergefiihrt, das nach Umlésen aus Alkohol bei 188—190° 
unter Zersetzung schmolz. 





) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 34, S. 1122 (1913). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLV. 18 
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b) Aus Nervon von Rindergehirn. Die verwendete Sub- 
stanz (1,0 g) krystallisierte gut, war phosphorfrei und hatte die 
Jodzahl 61. Es wurde ebenso wie bei a) verfahren. 

Die Gesamtausbeute von Fettsiureester + Spuren freier 
Saure war 0,48 g. 

Die Menge des hdher schmelzenden Esters betrug ins- 
gesamt: 0,033 g. 

Nach dem Umkrystallisieren aus Methylalkohol schmolz die Sub- 
stanz bei 57°. Eine Mischprobe mit Lignocerinsiuremethylester gab keine 
Schmelzpunktdepression. Die nach der Verseifung daraus erhaltene, aus 
Aceton umkrystallisierte Siure schmolz bei 77—78° Zur genaueren 
Untersuchung reichte das Material nicht aus, doch diirfte es sich um 
Lignocerinsiure gehandelt haben. 

Die nach der Verseifung des éligen Esters erhaltene un- 
gesattigte Fettsiiure (Schmelzp. 40°) war schon ein recht reines 
Produkt. Die Fraktionierung fihrte zu Substanzen vom 
Schmelzp. 41° bzw. 40°. Die aus den vereinigten Mutterlaugen 
erhaltene Fraktion schmolz bei 36°. 

Fiir die Jodzahlbestimmung wurde die Substanz vom 
Schmelzp. 41°; fir die Titration die vom Schmelzp. 40° ver- 
wendet. 

pc g Substanz verbrauchten 1,76 ccm n/10-Bromlésung. 

0,03846g 4, A 1,83 com = 

Jodzahl: 68,0 67,1 
0,0589 g Substanz verbrauchten bei der Titration 1,60 cem n/10- 
alkoholische Lauge. 
Mol.-Gew.: 368 

Nach Eigenschaften und Analyse sind die Saiuren von a) 
und b) zweifellos identisch. Die Nervonsiure ist in Ather, 
Alkohol und Aceton leicht léslich. Aus den beiden letzten 
Lésungsmitteln l48t sie sich durch starke Abkihlung um- 
krystallisieren. Das Natriumsalz ist in heiBem Athylalkohol 
léslich und fallt beim Abkihlen fast vollstandig aus; in kaltem 
Methylalkohol lést es sich wesentlich leichter. Das Bleisalz 
ist in kaltem Ather sehr schwer, in warmem etwas leichter 
léslich. In Beriihruang mit salpetriger Saure geht die Saure, 
wie die Eruka- und Olsiure, in eine schwerer lisliche Isomere 
vom Schmelzp. 61° iiber. 
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Der Nervonsaure dirfte die Formel C,,H,,O, zukommen. 
Die etwas zu niedere Jodzahl von a) ist wohl verursacht durch 
eine geringe Verunreinigung mit einer gesittigten Siure 
(Cerebronsaure), worauf auch die kleine Differenz der Schmelz- 
punkte der Saéuren von a) und b) zuriickzufiihren sein diirfte. 
Kine Saure von derselben Zusammensetzung ist von H. Meyer, 
L. Brod und W. Soyka?) iiber die «-Jodlignocerinsaure aus 
Lignocerinséure dargestellt worden (Schmelzp. 59°), 


Sphingosin. Bei der Spaltung mit methylalkoholischer 
_ Schwefelséure befindet es sich nach dem Ausschiitteln mit 
 Petroliither in der wiBrig-alkoholischen Schicht und wurde 
_daraus genau nach Vorschrift isoliert. Ausbeute an ge- 
| reinigtem Sphingosinsulfat in dem unter a) angefiihrten Versuch: 
0,87 g, Schmelzpunkt 235° unter Zersetzung. Nach der An- 
wesenheit von Monomethylsphingosin bzw. Dimethylsphingosin 
ist nicht geforscht worden. 


Ein nach Spaltung mit wiBriger Saéure erhaltenes Priiparat hatte 
den fiir Sphingosinsulfat berechneten Stickstoffgehalt: 


19,935 mg Substanz verbrauchten 5,91 ccm n/100-Saéure (Mikrokjeldahl 
nach Folin). 
Gef. 4,15°/, N 
Ber. fiir (C,,H,,0,N),H,SO, 4,19 


Galaktose. Die nihere Identifizierung des Zuckers 
erfolgte in einem mit wiBriger Saure ausgefiihrten Spaltungs- 
versuch. Die vom ungelésten Teil (Fettsiure + Sphingosin- 
sulfat) abfiltrierte Hydrolysenflissigkeit wurde nach Entfernung 
der Schwefelsiure mit Baryt und des iiberschiissigen Baryts 
durch Einleiten von Kohlendioxyd auf dem Wasserbad zum 
Sirup eingeengt. Er krystallisierte vollstandig nach Animpfen 
mit einer Spur Galaktose. Ein Teil davon mit Salpetersiure 
vom spez. Gew. 1,15 oxydiert gab Schleimsiure; Schmelzpunkt 
unter Zersetzung 225°. Der andere Teil wurde in das Osazon 
tibergefiihrt, das nach Umlésen aus Alkohol bei 188—190° 
unter Zersetzung schmolz. 





1) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 34, S. 1122 (1913). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLV. 18 
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Ergebnis. 

Es konnte aus Rinder- und Menschengehirn ein neues 
Cerebrosid isoliert werden, fiir das der Name Nervon vor- 
geschlagen wird. Dieses Cerebrosid befindet sich in der Ather 
bzw. Petrolitherfraktion, also in Gemeinschaft mit den un- 
gesattigten Phosphatiden und ist in seinen Kigenschaften dem 
Kerasin sehr 4ahnlich. : 

Die Spaltprodukte sind: Galaktose, Sphingosin und eine 
neue ungesattigte Fettsiure C,,H,,O, vom Schmelzp. 41°. 
Diese Saure pa8t nach Schmelzpunkt und andern Eigenschaften 
schén in die Reihe der natiirlichen Fetts’uren C,H,,_,0, 
herein. 

Die Elementaranalyse von Nervon stimmt fiir die Formel 
C,,H,,O,N, die im EHinklang mit dem Spaltungsergebnis steht: 

CypHsg0,N + 2H,0 = C.Hy,0, + C,,H,,0,N + C,H, 20, - 

















na aaa 








Uber Irisin und tiber Versuche zur enzymatischen Spaltung 
von Polyfructosiden. 


Von 


Hans y. Euler und Holger Erdtman. 





(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. April 1926.) 








Es ist eine sehr interessante biochemische Tatsache, daB 
Fructose und andere linksdrehende Zucker und héhere Kohle- 
hydrate in jungen Pflanzenteilen in einem frihen Stadium 
nach der Assimilation der Kohlensiure auftreten, und daB 
andererseits Fructoside hinsichtlich ihrer Menge und Ver- 
breitung in héheren Pflanzen gegeniiber den Glucosederivaten 
stark zuriicktreten. Darauf hat der eine von uns’) vor langer 
Zeit in einer Monographie hingewiesen. 

Von der Bildung von Fructose in assimilierenden griinen 
Blattern sehen wir hier ab; in reifenden Getreidekérnern tritt 
etwa 2—3 Monate vor der Reife eme Entwicklungsphase ein, 
in welcher, und zwar unter Beteiligung von Phosphaten und 
spezifischen Enzymen, linksdrehende Kohlehydrate in rechts- 
drehende iibergehen; wir kommen hierauf an anderer Stelle 
zurick. Der in hdheren Pflanzen ziemlich allgemeine Uber- 
gang von Fructose in Glucose bei der Aufspeicherung von 
Reservekohlehydraten”) und gegen Ende der einjahrigen Ent- 
wicklungsperiode bleibt nun in gewissen Pflanzenteilen aus 





1) vy. Euler, Pflanzenchemie, 3. Teil, Braunschweig 1909. Siehe 
auch v. Euler u. Myrbick, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 8, 
Nr. 17 (1921). 

2) Uber das gleichzeitige Vorkommen von Stiirke und Inulin in ge- 
wissen Kompositen siehe L. Daniel, C. R. Bd. 178, S. 726 (1924). 

18* 
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oder tritt wenigstens nicht zutage; die Aufspeicherung erfolgt 
dann in Form von Polyfructosiden, unter welchen das Inulin 
das bekannteste ist; nach den bemerkenswerten Studien von 
H. Pringsheim?), von Irvine?) und von Karrer®) kann ver- 
mutet werden, daB das Inulin ein polymeres Fructose- 
anhydrid ist. | 

Es existieren im Pflanzenreiche auBer den besonders in 
Kompositen vorkommenden inulinaéhnlichen Stoffen‘), besonders 
in Monocotylen noch andere polymere Fructoside, wie z. B. 
Sinistrin 5), Apeponin®), [risin’), Phlein *), Graminin °), Tricitin '°), 
Livosin.'4) Das Vorkommen dieser Fructoside hat uns wegen 
der Besonderheit der enzymatischen Umwandlung der Zucker- 
und Kohlehydrate in den betreffenden Pflanzenteilen interessiert?%), 





1) Pringsheim, Chem. Ber. Bd. 54, S. 1281 (1921); Bd. 55, S. 1409 
(1922); Diese Zs. Bd. 133, 8. 80 (1923). Siehe auch die Monographie: 
Die Polysaccharide, 2. Aufl., 8. 174 (1928). — Karrer, Erg. d. Physiol 
Bd. 20, S. 433 (1922). 

*) Irvine u. Steel, Soc. Bd. 117, S. 1474 (1920). 

5) Karrer, Helv. Bd. 4, S. 249 (1921). 

*) Vgl. z. B. Tanret, C. R. Bd. 116, 8. 514 (1898); Bd. 117, 8. 50 
(1898); Bull. Soc. chim. France [3] Bd. 9, S. 200, 227, 625 (1893). DaB 
aus Inulin nur Fructose entsteht, haben Bourquelot und Bridel be- 
wiesen [Bull. Soc. chim. Biol. Bd. 3, S. 217 (1921)]. 

5) Schmiedeberg, Diese Zs. Bd. 3, S. 112 (1879). 

*) Jessen-Hansen, Medd. Carlsberg-Lab. Bd. 4, S. 145 (1897). 

”) Wallach, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 234, S. 364 (1886); Chem. 
Ber. Bd. 20, 8. 396 (1887); Keller, Bot. Zbl. Bd. 60, S. 114 (1894); 
Ekstrand u. Mauzelins, Ofvers. Sy. Vet. Akad. Férh. Bd. 46, Nr. 157 
(1889). — Chem. Ber. Bd. 20, S. 3311 (1887). 

Chem. Ber. Bd. 20, 8. 3811 (1887). 

*) Ekstrand u. C.J. Johansson, Chem. Ber. Bd. 20, S. 3310 
(1887); Bd. 21, S. 594 (1888). 

*) Ekstrand und Mitarbeiter, a.a.0. — Harlay, C. R. Bd. 182, 
S. 428 (1901). 

10) H. Keller, a, a. O. 

1) Tanret, C. R. Bd. 112, S. 298 (1891), Bull. Soc. chim. France 
[3] Bd. 5, S. 724 (1891). 

12) Bemerkenswert ist, daB in den Blittern schon die teilweise 
Umwandlung der Fructosereste erfolgt unter Bildung von Rohrzucker, 
wihrend in den Stengeln und Halmen noch die reinen Fructoside ge- 
funden werden. 
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und wir haben deshalb zunichst das aus Irisrhizom gewinn- 
bare Irisin naher studiert. 


I. Darstellung und Eigenschaften des Irisins. 

Darstellung. 400 g von im August eingesammelten luft- 
trockenem Irisrhizom (Iris pseudacorus) wurden mit Seesand 
gemahlen, mit 2 Liter Wasser und einigen Kubikzentimeter 
Toluol versetzt, geschiittelt und hierauf 2 Tage stehen gelassen. 
Die Masse wurde abgepreBt und, wie bei der Darstellung des 
Inulins nach Dragendorf mit Bleiacetat in geringem Uber- 
schuB versetzt; die Bleifaillung wurde abzentrifugiert. Aus der 
Lésung wurde das Blei mit Schwefelwasserstoff als Schwefel- 
blei abgeschieden und abgesogen; aus dem Filtrat wurde durch 
einen Luftstrom der Schwefelwasserstoff entfernt. Die so er- 
haltene vollstindig farblose Lésung wurde mit der 4fachen 
Menge 90°/,igen Alkohols versetzt. Das ausgefallte Irisin 
wurde in warmem Wasser geldst, filtriert und mit Alkohol 
und Ather wieder gefallt. Zur weiteren Reinigung wurde 
dieses Verfahren noch 2mal wiederholt. SchlieBlich wurde 
mit absolutem Alkohol und wasserfreiem Ather gewaschen und 
getrocknet und die Reste dieser Flissigkeiten wurden bei 106° 
im Vakuum von 0,5—1 mm entfernt. Ausbeute: 53 g luft- 
trockenes Irisin (10—15°/, H,O enthaltend). Das im August ge- 
sammelte Rhizom enthielt*also 13—15°/, an lufttrockenem Irisin. 

Eigenschaften. Schmelzp. 208—210°; Zersetzungspunkt 
bei etwa 215—218° 

Spezifische Drehung: 0,7886 g Irisin, gelést zu 25 ccm gab 
in dem durch Bichromat filtrierten Licht einer Quecksilber—Quarz- 
lampe — 55,48°; bei Na-Licht — 52,10°. Nach Keller betragt 
die Drehung — 50 bis — 56°. 


Molekulargewicht des I[risins. 
Bei Stoffen von so hohem Molekulargewicht wie fir das 
 [risin zu erwarten war, sind die Methoden der Gefrierpunkts- 
erniedrigung und Siedepunktserhéhung kaum anwendbar, da 
minimale Verunreinigungen eine prozentisch zu groBe Rolle 
spielen. Es wurde deshalb die Geschwindigkeit der freien 
Diffusion des Irisins in Wasser bestimmt und hieraus das 
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Molekulargewicht nach der vom einen von uns?) aufgestellten 
Beziehung: D YM = konst. berechnet. 


Diffusionsmethode. 
Zeit: 7,89 Tage. Irisin 0,4673 g. Temp. 17° + 0,2. & = 0,509 cm. 


























Schicht mg Fructose n’ x 
I 330 6360 0,585 
II 156 3010 0,559 
iil 30 578 0,606 
IV ! 2,6 50 0,570 
519 9998 Mittel: 0,580 


Dy, = 0,0574 
Do = 0,0696 
M = 10300 





Acetylierung des Irisins. Irisin—Triacetat. 


10 g Irisin wurden nach der von Pringsheim?) fiir 
Acetylierung des Inulins verwendeten Methodik mit einer 
Mischung von 50 ccm Essigséureanhydrid und 50 ccm iiber 
Kali destilliertem Pyridin erhitzt, bis das Irisin in Lésung ging, 
worauf das Acetylierungsgemisch in Wasser einfiltriert wurde. 
Nach etwa 12 Stunden wurde das ausgefallene Acetat abgesogen 
und in einem Morser mit absolutem Alkohol und Ather ge- 
rieben. Ausbeute: 15 g Rohacetat. 

Zur Reinigung wurde das Rohacetat in warmem Hisessig 
gelist und filtriert und mit warmem Methylalkohol bis zur 
beginnenden Triibung versetzt. Beim Abkiihlen fallt das Acetat 
als weiBes, amorphes Pulver aus. Nach der zweiten Umfallung 
betragt der Schmelzp. 205—207° und stieg nach der dritten 
Umfallung auf 206—208°. 

Die Verseifung des Acetats mit alkoholischem Natron 
ergab einen Acetylgehalt, welcher 3 Acetylgruppen auf einen 
Rest Anhydrofructose entspricht. 


Gef. Ber. fir C,H,0,(COCH;), 
in 0,1170 g Acetat 45,27°/, 44,799), 
in 0,3706 g Acetat 44,38°/, bua 





1) y. Euler, Wied. Ann. Bd. 63, S. 273 (1897). 
*) Pringsheim.u. Aronowsky, Chem. Ber. Bd. 54, S. 1281 (1921). 
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Drehung des Irisin—Triacetats in Hisessig. 1,0625¢ 
Irisin—Triacetat wurden in Hisessig zu 10 ccm gelést. In dem 
durch Bichromat filtrierten Licht einer Quecksilberlampe ergab 
sich [a]?° = — 24,18°, bei Na-Licht 22,70°. 

Molekulargewicht des Irisin-Triacetats. Gefrierpunkts- 


bestimmungen. 
Lésungsmittel: Athylendibromid (Mol.-Erniedrigung 118). 
0,1167 g Acetat; 14,1623 g Lésungsmittel; Gefr.-Erniedr. 0,040°. 
Hieraus Molekulargewicht 2430, entsprechend 8,4 C,H,O,(COCH,),. 
0,2642 g Substanz; 10,0325 g Lésungsmittel; Gefr.-Erniedr. 0,140°. 
Hieraus Molekulargewicht 2220, entsprechend 7,7 C,H,0,(COCH,),. 


Pringsheim und Lassmann’) hatten fiir Inulin—Triacetat mit 
der Methode von Barger’*)-Rast*) ein Molekulargewicht zwischen 8 x 288 
und 10 x 288 gefunden und schreiben, da8 das Molekulargewicht nur 9 x 288 
sein kann. 


Wird das Acetat mit Natronlauge verseift und dann mit 
Essigsiure angesiuert, so fallt durch Alkohol eine Substanz 
aus, welche nach Reinigung durch Umfallung durchaus die 
gleichen LEHigenschaften zeigt wie das urspriingliche Irisin 
Schmelzp. 200—204°. Zersetzungsp. 215—218°. 

Spezifische Drehung [J =— 51,62° 
the. tc Ce 


Durch Acetolyse des Irisins mit 2 Mol. Essigsiure und 
1 Mol. Acetanhydrid, eine Reaktion, deren Geschwindigkeit wie 
beim Inulin im héchsten Grade durch geringe Mengen ZnCl, 
beschleunigt wird, werden, wie beim Inulin reduzierende in 
Wasser leicht lésliche Acetate erhalten. 

Da diese reduzierenden Acetate offenbar nicht von un- 
verindertem I[risin herriihren, sondern durch Spaltungen von 
Sauerstoffbriicken und Freilegung reduzierender Gruppen ent- 
standen sind, sind dieselben nicht naher untersucht worden. 
Die Darstellung geschah durch Chloroformextraktion, der mit 
Bicarbonat neutralisierten Lésung, wodurch farblose Sirupe 
erhalten wurden. 





1) Pringsheim u. Lassmann, Chem. Ber. Bd. 55, S. 1409 (1922). 

*) Barger, Jl. Chem. Soc. Bd. 85, S. 286 (1904); Chem. Ber. Bd. 37, 
S. 1754 (1904). | 

%) Rast, Chem. Ber. Bd. 54, S. 1979 (1921). 
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Spaltung des Irisin—Triacetats mit Phenylhydrazin. 


Erhitzen des Irisin—Triacetats und zwar mit der 4—5fachen 
Menge Phenylhydrazin, fiihrte zu einer ziemlich heftigen Reaktion 
unter Briunung des Hydrazins und Entwicklung von Ammoniak. 
Als eine Probe der Mischung mit Methylalkohol nicht mehr 
gefallt wurde, brachen wir die Erhitzung ab. Die abgekiihlte 
Reaktionsmischung wurde mit wasserfreiem Ather versetzt, 
wobei eine anfangs gelblichweife, (vermutlich wegen der Gegen- 
wart von Ammoniumacetat) zerflieBliche Substanz ausfallt. Die- 
selbe wird mit Ather gewaschen, in wasserfreiem Methylalkohol 
gelést und wieder mit Ather gefallt. Ein 3—4maliges Umfallen 
ergibt eine farblose Substanz. Dieselbe ist sehr leicht léslich 
in Wasser und Alkohol, hygroskopisch und stickstofffrei. 

Sie reduziert Fehlingsche Lésung nicht. Durch Sauren 
wird sie 4uBerst leicht hydrolysiert, wobei nur Fructose gebildet 
wird. Die spezifische Drehung wurde in dem durch Bichromat 
filtrierten Natriumlicht zu [a]?° = — 49 bis 50° gefunden. 
Wir verdanken Herrn Assistenten K. Josephson die Aus- 
fiihrung einer Mikroelementaranalyse nach Pregl. 


3,470 mg Substanz (im Vakuum bei 105° getrocknet) gaben 5,337 mg 
CO,, 2,120mg H,0. 
Molekulargewichtsbestimmung (waBrige Lésung). 
0,2737 g Substanz gelést in 6,0095 g H,O. Gefr.-Erniedrigung 0,060°. 
Molekulargewicht gefunden 1404, entsprechend 8,7 C,H,,0,. 
0,3112 g Substanz gelést in 6,0083 g H,O. Gefr.-Erniedrigung 0,071°. 
Molekulargewicht gefunden 1349, entsprechend 8,3 C,H,,0,. 


Molekulargewicht nach der Diffusionsmethode. 


Zeit: 5,98 Tage. Substanz 0,3917g. Temp. 11°+ 1° Lg = 0,509 cm. 






































Schicht mg Fructose n' x 
I 264 6131 0,510 
II 126 2923 0,637 
Ill 32 148 0,501 
IV 8,7 202 0,370 
431 9999 Mittel 0,505 


Aus den hieraus ermittelten Diffusionskonstanten D,, = 0,1244 be- 
rechnet sich das Molekulargewicht M = 3200. 
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Der Formel 18 C,H,,0, entspricht das Molekulargewicht 2916; es 
macht sich hier vielleicht eine Molekiil-Association geltend. 


Die so erhaltene Substanz lieB sich weder durch Hefe 
noch durch Emulsinpriparate noch durch ein kriftiges 
Saccharasepraparat spalten. Dieser negative Befund steht in 
Ubereinstimmung mit der interessanten Beobachtung von 
Pringsheim und Aronowsky, nach welcher auch Schimmel- 
pilze, welche auf Inulin geziichtet sind, das Verseifungs- 
produkt des Inulinacetats nicht zu spalten vermégen. 

Durch Eindunsten einer methylalkoholischen Lésung wurde 
ein Sirup erhalten, welcher nach einigen Wochen erstarrte. 

Durch Acetylierung der Substanz nach der Pyridinmethode 
wurde ein, wie das Iirisin—Triacetat in Wasser unldsliches 
Acetat erhalten, dessen Higenschaften sehr nahe mit denen 
des Irisin—Triacetats iibereinstimmten. Schmelzp. 200—202°. 
Ks erwies sich indessen zum Unterschied vom Irisin—Triacetat 
leicht léslich in warmem Methylalkohol, aus welchem es beim 
Abkiihlen ausfiel. 


Na-Salze des I[risins.?) 


5 g Irisin wurden in 25 ccm 10°/,iger Natronlauge gelést 
und mit absolutem Alkohol gefaillt. Die zihe Fallung wurde 
mit absolutem Alkohol verrieben, bis sie spréde wurde; nach 
Pulverisieren unter absolutem Alkohol, bis keine Farbung mit 
Phenolphthalein mehr eintrat, wurde abgezogen, mit absolutem 
Alkohol und wasserfreiem Ather gewaschen und im Vakuum- 
exsiccator getrocknet. 

Zur Bestimmung des NaOH-Gehaltes wurde die Substanz 
in Wasser gelést und mit 0,1 n-Salzsiure und Phenolphthalein 
als Indicator titriert. 


2,0554 g Substanz verbrauchten 130 cem HCl. 
Natriumsalz der Anhydrofructose Ber. 11,4°/, Na Gef. 14,55°/, Na 


Durch Wasser tritt, wie zu erwarten, eine Hydrolyse ein; 





1) Vgl. die Ergebnisse iiber die Alkalihydroxydadditionsverbindungen 
des Inulins. Th. Pfeiffer u. Tollens, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 210, 
S. 305 (1881); Karrer, Staub u. Walt, Helv. Bd. 5, S. 180 (1922) 
Pringsheim u. Aronowsky, Chem. Ber. Bd. 55, S. 1414 (1922). 
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nach Lésung in méglichst wenig Wasser und Umfallen wurden 
2,55°/, Na gefunden. ea 
0,2 g Irisin—Triacetat wurden 8 Stunden mit 20 ccm 
Na-Methylat geschiittelt. 
Das dabei entstandene Produkt enthielt im Mittel 2,44°/, Na. 
Ber. fiir 6(C,H,,0,)sNaOH  2,8°/, Na 
1g Irisin, 8 Stunden mit 1g Na in 20 cem Methylalkohol ge- 
schiittelt, ergaben ein Produkt von 0,50°, Na. 
1 g Irisin, 4 Stunden mit der gleichen Menge geschiittelt, ergab 
0,92°/, Na. 
Ber. fiir 18(C,H,,0;)sNaOH 0,75 °/, Na 


Mit Bariumhydrat’) gibt Irisin bei Fallung in Warme eine 
unlésliche Substanz der Zusammensetzung 6(C,H,,0,)-Ba(OH),. 


Spaltung des Irisins durch Salzsiure und durch 
Enzyme. 


Zunachst wurde das Irisin durch seine Spaltungsfahigkeit 
in Gegenwart von Salzsiure charakterisiert, indem seine Re- 
aktionsfihigkeit mit der entsprechenden des Rohrzuckers ver- 
glichen wurde. 


Hydrolyse des [risins mit 0,05 n-HCl. 


0,4 g Irisin (getrocknet im Vakuum bei 105°, gelést auf 40 cem in 
0,05 n-HC)). 


Temperatur 36°. 














Minuten mg Fructose |°/, des Endwertes k+10* 

61 45 10,7 8,6 
121 78 18,6 7,4 
181 123 29,3 8,3 
241 158 36,5 8,2 
376 223 53,0 7,4 
420 253 60,0 9,5 
25-60 420 100 _ 











Mittel 8,2 





1) Tanret gibt fiir Inulinbarium die Zusammensetzung (C,H,,0;),° 
Ba(OH), an. 
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Hydrolyse des Inulins mit 0,05 n-HCl. 


0,4 g Inulin (gelést auf 40 cem Vol. in n/20-HC)). 
Temperatur 36°. 

















Minuten mg Fructose |°/, des Endwertes k+10* 
59 65,5 14,6 11,6 
119 115 25,6 10, 
179 166 37,0 11,5 
239 206 45,8 11,0 
374 282 63,0 11,5 
420 318 71,0 12,8 
25 +60 449 100,0 ue 











Mittel 11,4 


Hydrolyse des Kohlehydrats aus Polygonatum 
odoratum-Rhizom. mit 0,05 n-Salzsaure. 


0,4 g Kohlehydrat (gelést auf 40 ccm 0,05 n-HCl). Temp. 36°. 

















Minuten mg Fructose | °/, des Endwertes k - 10* 
120 83 22,2 9,1 
300 1838 49,5 9,7 
360 204 68,0 9,5 

1410 374 100 —_ 











Mittel 9,4 


Wird unter den gleichen Bedingungen (Konzentration der 
Saure und Temperatur) Rohrzucker hydrolysiert, so wird er- 























halten: 
Temperatur 36°. 
Minuten °/, des Endwertes k- 104 
120 24,8 10,1 
300 48,1 9,5 
360 54,2 9,4 
1410 100 — is 
Mittel 9,7 S 


Die relativen Werte der Hydrolysegeschwindig- 
keit sind folgende: 
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Ivisin «cs. RO ee ees 1M 
Rohrzucker . . 1,18 Sinistrin'). . . 1,14 


Die Zahlen zeigen, daB die Polyfructoside mit einer Ge- 
schwindigkeit gespalten werden, welche mit derjenigen des 
Rohrzuckers beinahe identisch ist. Zum Vergleich kann er- 
waihnt werden, dab unter den erwahnten Bedingungen Starke 
tiberhaupt nicht merkbar gespalten wird. 


II. Versuche zur enzymatischen Spaltung des Irisins. 


Uber eine enzymatische Spaltung des Inulins hat be- 
kanntlich Green?) die ersten Angaben gemacht; er fand, daB 
Glycerinextrakte von Helianthusknollen Inulin zu reduzierenden 
Zuckern aufzuspalten vermégen. Bei der Beurteilung dieses 
Ergebnisses darf jedoch nicht tibersehen werden, da8 die von 
Green beobachtete Wirkung sehr schwach war, ein Ergebnis, 
welches von Pringsheim®) experimentell gefunden wurde und 
welches auch wir bestitigen kénnen. Wolff und Geslin‘) 
nehmen auf Grund ihrer Versuche an, daB die Spaltung des 
Inulins in zwei Phasen verliuft, so daB zuerst, und zwar sehr 
langsam, Inulide entstehen, die der weiteren Spaltung unterliegen. 

Von besonderem Interesse ist der bereits erwihnte Befund 
von Pringsheim, daB Penicillium glaucum 8 Dauerpriparate 
geliefert hatte: ,,Kin auf Rohrzucker gewonnenes, das Inulin 
gar nicht hydrolysiert, ein auf natiirlichem Inulin heran- 
gezogenes, welches nur dieses angreift, und ein auf dem ver- 
seiften Acetat geziichtetes, dem beide Inuline fermentativ zu- 
ginglich sind.“®) 





1) Das Kohlehydrat scheint mit dem unter dem Namen Sinistrin 
beschriebenen identisch zu sein, In einer 2,3°/,igen Lésung des 
nicht vollstiindig trockenen Praparates ergab sich |a]*® = — 34,7°. Korri- 
giert man diesen Wert wegen des Wassergehalts, so wird ({o]*°) = — 37° 
gefunden. Vgl. Schmiedeberg, Diese Zs. Bd. 3, S. 112 (1879). 

2) Green, Ann. of Botany Bd. 1, S. 223 (1887). 

’) Pringsheim, Die Polysaccharide, II. Aufl., Berlin 1923, S. 181. 

4) Wolff u. Geslin, C. R. Bd. 165, S. 651 (1917); Bd. 166, S. 428 
(1918); Ann. Inst. Pasteur Bd, 32, S. 71 (1918). 

5) Siehe auch Dean, Bot. Gaz. 35; 1903. — Boselli, Ann. Inst. 
Pasteur 25; 1911. 
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In neuester Zeit hat Takahashi") Versuche zur enzy- 
matischen Spaltung des Inulins beschrieben und glaubte auf 
Grund derselben die Gegenwart einer Inulase in Takadiastase 
nachgewiesen zu haben. 

Wir haben mit unserem Irisin entsprechende Versuche 
angestellt zunachst in Erwartung, eine enzymatische Spaltung 
unseres Kohlehydrates und zwar eventuell in unterscheidbaren 
Phasen zu finden. Es stand uns ein sehr kraftiges Praiparat 
von T'akadiastase der chemischen Fabrik Jaques Wolf & Co.,, 
Passaic, N.J. zur Verfiigung, welches wir durch Vermittlung 
von Herrn Dr. Waksman, New Brunswik erhielten, dem wir 
auch hier bestens danken. 

Die Takadiastase wurde in primirem Phosphat geschiittelt 
und dann filtriert, wobei auf dem Filter nur eine geringe 
Menge einer gelatinésen Substanz zuriickblieb (vgl. unten). Von 
der zuerst filtrierten Lésung wurden zur Darstellung von 
Probenlésungen 50 ccm verwendet, welche ungefahr 2 g des 
Takapraiparates enthielten. 


Pu = 5,5. Temperatur 36°. 








25 eem Enzym + Puffer 


Stunden 25 cem Enzym + Puffer . + 0,25 g Irisin 














0 31 mg 33 mg 
16 65 66 
23 80 80 
40 88 88 


Bei einem Kontrollversuch wurden die gleichen Versuchs- 
bedingungen verwendet, der einzige Unterschied bestand darin, 
daB die Filtration des Enzyms langere Zeit (etwa 14 Stunden) 
in Anspruch nahm. Zusatz von 1 ccm Toluol. 

















25 ecm Enzym + Puffer 
Stunden 25 ccm Enzym + Puffer + 00 ¢ dyieia 
20 110 mg | 138 mg 
43,5 125 156 








1) Takahashi, Biochem. Zs, Bd. 144, S. 199 (1924). 
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Aus beiden Versuchen’) geht hervor, daB eine Spaltung des 
Irisins durch Takadiastase bei pg = 5 — 5,5 nicht eingetreten ist. 


III. Vergleichende Versuche zur enzymatischen Spaltung 
des Inulins. 


Nach diesem negativen Ergebnis wollten wir zunichst die 
Wirksamkeit unseres Takapraparates gegen Inulin priifen. Wir 
verwandten dazu ein Inulin von Kahlbaum, welches durch 
Umfallen gereinigt wurde und dann nur mehr eine minimale 
Reduktion zeigte. Die Enzymlésung (0,5 g Takapriparat in 
25 ccm Phosphat) wurde filtriert und zeigte dann eine Aciditat 
yon p,, = 5,0. 














20 ccm Enzym + Puffer 
20 cem Enzym + Puffer i 
Stunden . luol a. eee 
1ecem Loluo 1 ecm Toluol 
24 21 * - 
46 33 . = 











Da die Differenz mit der Zeit nicht zunahm, zeigt sich, 
daB Inulin von dem Takapriparat nicht gespalten wurde. 

Die Bertrandlésungen liefen mit normaler Geschwindigkeit 
durch das Filter. Durch die schnelle Filtrierung ist also von 
der gelatinédsen Substanz nichts in Lésung gegangen. 

Wird die Takadiastase mit Wasser geschiittelt, so wird 
ein Teil leicht gelést; derselbe enthalt u.a. Enzym und wird 
selbst langsam gespalten. Dieser Teil wird erhalten, wenn 
die Lésung und Filtration méglichst schnell verlauft. Der 
andere, schwerer lésliche Teil, welcher dann auf dem Filter 
bleibt, enthalt ein gelatinéses Kohlehydrat, welches durch einen 
Bestandteil der Takadiastase gespalten wird. Bei langsamer 
Filtration wird ein Teil dieser Stoffe gespalten, wodurch die 
Enzymlésung hohe Reduktionswerte ergibt. Um die Richtig- 





‘) In beiden Fiillen (beim Kontrollversuch mehr als beim vorher- 
gehenden) gingen die Bertrandlésungen langsam durch das Filter, offen- 
bar da ein kolloidaler Stoff von den Eigenschaften des Hefegummis die 
Poren verstopfte (vgl. naichsten Versuch). 
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keit dieses Schlusses zu priifen, wurden folgende Versuche 
angestellt: 

Die Takadiastase wurde in einen Glastiegel mit porésem 
Boden eingefiihrt und wurde unter Saugen mit 20 com Wasser 
in eine Bertrandlésung direkt hineingespiilt. Dabei wurde keine 
Reduktion erhalten; die Fliissigkeit lief leicht durch das Filter. 

0,1 g Takapraparat wurde direkt in die Bertrandlésung 
eingeriihrt, wobei ebenfalls keine Reduktion aufttrat. Die 
Flissigkeit war schwer filtrierbar. Aus diesen Versuchen geht 
hervor, daB die Takadiastase an sich oder unmittelbar nach 
ihrer Auflésung keine reduzierenden Stoffe enthielt. 


Hydrolyse der Takadiastase. 


1 g Takadiastase wurde 1 Stunde lang mit 2 n-Salzsiure 
am RiickfluBkiihler gekocht. Nach Hydrolyse ergab sich eine 
Reduktion entsprechend 265 mg Glucose. 

Die Takadiastase wurde in Wasser gelést und unfiltriert 
10 Minuten lang gekocht. Zu 10 ccm dieser inaktivierten 
Lésung wurden 10 ccm einer aktiven Takalésung zugesetzt, 
welche durch schnelle Auflésung und unmittelbare Absaugung 
des Enzyms in Wasser bereitet wurde (Toluolzusatz). 

Nach 21 Stdn. bei Zimmertemperatur ergab sich folgendes. 

1. Aktive Takapriparat-Lésung: 


Bertrand in 5cem ...e+- - 6mg Glucose 
2. Aktive + inaktivierte Takapraparat-Lésung: 
Bertrand in 10cem. * .. . . . 16mg Glucose 


IV. Versuche mit gealterter Takadiastase-Lésung. 


Etwa 1g Takapriparat wurde mit 50 ccm primarem Phos- 
phat geschiittelt und stand hierauf 10 Tage bei Zimmer- 
temperatur unter Toluol. 

Zu jedem Versuch wurde das Kohlehydrat und zwar 0,1 g 
in 5 com Wasser gelést, worauf 5 ccm Enzymlésung und 
1 Tropfen Toluol zugesetzt wurden. Versuchstemperatur 36°. 

Der Versuch 4 zeigt, daB das Enzym seine Aktivitat 
wihrend des 10 ti&gigen Bestehens nicht verloren hat. Aus 
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mg Glucose 
Nr. 5 cem Enzym + 
nach 0 Stunden | nach 28 Stunden 
1 5 ecm Wasser 17 17,6 
2 5 cem Irisinlésung 15,2 
3 5 cem Inulin — 29 
4 5 cem Stiirke _ 98 





Versuch 1 geht hervor, daB der eigene Kohlehydratgehalt des 
Enzympraparates vollstindig gespalten war. 

Irisin wird also von unserer Takadiastase auch in Gegen- 
wart von PO, nicht gespalten, wahrend Inulin etwas angegriffen 
wurde; 100 mg Inulin gaben 11 bis 12 mg Fructose. 


V. Kontrollversuch mit einem von H. Pringsheim 
gereinigten Inulin.. 


4g unserer Takadiastase wurden mit 100 ccm 4°/,igem 
primaren Phosphat geschiittelt, die Lésung stand wahrend 
4 Tagen bei 36° unter Toluol. Hierauf wurde vom ungeldésten 
durch ein Kieselgurfilter abfiltriert. 


2 ccm Enzym + Puffer gaben sofort . . . . 8,9 mg Glucose 
dgl. nach 24Stdn. . 10,2 mg 1s 
dgl. oi - 9,6 mg * 

0,3 g Inulin wurden in der Warme in 10 ccm destilliertem 
Wasser gelést und hierauf mit 10 ccm der obigen Taka- 
praparat-Lésung (+ 1 ccm Toluol) versetzt. 

Der Parallelversuch wurde mit 10 com Wasser, 10 ccm 
Takapraiparat-Lésung und 1 ccm Toluol angestellt. 


4cem Lésung zur Reduktionsprobe (Bertrand). 

















I. Takapriparat allein II. Inulin + Takapriparat 
Stunden 
in 4cem Lés. | in 20 cem Lés.| in 4cem Lés. | in 20 cem Lés. 
0 9,6 48 9,6 48 
24 8,8 44 10,2 51 
48 9,6 48 10,8 54 
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Die Versuche iiber enzymatische Spaltung der untersuchten 
Fructoside') zusammenfassend, kénnen wir also sagen: 

Inulin wird von unserer auf Stirke sehr wirksamen Taka- 
diastase, wenn tiberhaupt, nur mit sehr geringer Geschwindigkeit 
gespalten. Bei solchen Spaltungsversuchen muB genau beriick- 
sichtigt werden, da8 das Enzympraparat ebenfalls hydrolysierbare 
Kohlehydrate enthalten kann. 

Irisin wurde von dem gleichen Takadiastasepriparat nicht 
gespalten. Es ist méglich, daB in den beiden Fructosiden die 
Fructose in verschiedenen mutameren Formen (f und 7), oder 
mit verschiedener Ringbindung auftritt. 

Es bleibt nun nach den oben erwihnten interessanten 
Befunden von Pringsheim?) zu untersuchen, ob die Spaltung 
des desacetylierten Triacetates durch Priparate von Pilzen 
eintritt, welche auf Irisin gewachsen sind. 





1) Uber die Spaltung des Inulins in Cichoriewurzel vgl. Grafe 
u. Vouk, Biochem. Zs. Bd. 43, S. 424; Bd. 47, S. 320; Bd. 56, S. 248 (1913). 
— Enzyme in Pilzen u. Wurzeln, Colin, C. R. Bd. 170, S. 1010 (1920). 
Colin u. Etienne, Bull. Soc. Chim. Biol. Bd. 6, 8. 431 (1924. 

*) Siehe auch Pringsheimu. Kohn, Diese Zs. Bd. 133, S. 80 (1923). 
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Uber die Spaltung des Carnosins durch Darmbakterien 
und ihre Beziehung zur Autointoxikation des Organismus. 
Von 


Julie Hefter. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der I. Staatsuniversitét Moskau und aus 
der Abteilung fir biologische Chemie des Russischen wissenschaftlichen chemischen 
Instituts.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5, April 1925.) 


Die schidliche Wirkung, welche die Zersetzungsprodukte, 
die sich im Darm unter dem Einflu8B der Lebenst&tigkeit der 
Mikroorganismen entwickeln, ist vorwiegend im Laufe der letzten 
30 Jahre studiert worden, hauptsichlich von franziésischen 
Autoren. 

Schon Bouchard?) duBerte in seinen klassischen Vor- 
trigen die Meinung, daB die im Darm infolge von bakteriellen 
Prozessen sich bildenden Produkte toxische Higenschaften be- 
sitzen. Kine Reihe von Untersuchern haben dasselbe auf 
experimentelle Weise bestitigt; es gentigt bloB die Namen von 
Charrin, Le Play, Magnus, Senator, Brieger... zu 
nennen. Im wesentlichen wurde aber diese Frage von Metsch- 
nikoff bearbeitet; seine Untersuchungen waren von grofer 
Bedeutung, indem sie das Interesse fiir das Studium der Darm- 
flora erweckten und eine Reihe von Fragen, die von groBer 
Bedeutung fir die praktische Medizin sind, aufwarfen. Metsch- 
nikoff machte darauf aufmerksam, daB sich im Dickdarm 
eine bedeutende Anzahl von Bakterien befindet, dieselben rufen 
die Zersetzung der EiweiBsubstanzen oder deren Spaltungs- 





5 Bouchard, Lecons sur les intoxications dans les maladies, Paris 
1887; C. R. Bd. 99, §. 665 (1884); Bd. 102, S. 727 (1886). 








Uber die Spaltung des Carnosins durch Darmbakterien usw. 277 


produkte, der Aminosiuren hervor, indem sich dabei Produkte 
bilden, die eine chronische Vergiftung des menschlichen Orga- 
nismus erzeugen. Metschnikoff hat diese Tatsache mit den 
gréBten Problemen der Wissenschaft — iiber die Ursache des 
Alterns und des Todes des Menschen, in Zusammenhang ge- 
bracht. 

In den letzten paar Jahren ist das Interesse an den 
bakteriellen Spaltungsprodukten im Darme von neuem ge- 
stiegen, infolge der pharmakologischen und toxikologischen 
Untersuchungen iiber (-Imidazolylithylamin (Histamin) und 
p-Oxyphenylathylamin (Tyramin). Die pharmakodynamischen 
Higenschaften dieser zwei Amine sind so intensivy ausgesprochen, 
da8 die Kraft ihrer Wirkung qualitativ und quantitativ im Vergleich 
mit den aktivsten Alkaloiden kaum zuriicktritt. p-Oxyphenylathyl- 
amin wurde von Sasaki?) und Iwao?) aus den Produkten der Ein- 
wirkung der Darmbakterien auf Tyrosin isoliert, und f-Imid- 
azolylathylamin von Mellanby und Twort*), gleichfalls von 
Berthelot und Bertrand‘) bei Einwirkung der Darmbakterien 
auf Histidin erhalten. Diese Amine werden aus den ent- 
sprechenden Aminosauren durch Abspaltung von Kohlensaure, 
wie aus den folgenden Formeln ersichtlich ist, erhalten: 


C . CH,CH(NH,)COOH C be CH,CH,NH, 
ie WE mei 
1. : , 
no hon H CH 
* OH C _ OH 
CH CH 
a of es sy a 2 
? 
HC=—C-CH,CH(NH,)COOH Pe epee 





1) T. Sasaki, Biochem. Zs. Bd. 59, S. 429 (1914). 

?) T. lwao, Biochem. Zs. Bd. 59, 8. 436 (1914). 

3) E. Mellanby und F.W.Twort, Jl. of Physiol. Bd. 45, 8. 53 
(1912). 

*) A. Berthelot, Recherches sur quelques caracteres du proteus 
vulg. C. R. Bd. 153, S. 306 (1911); A. Berthelot u. D. M. Bertrand, 
C. R. Bd. 154, S. 1643, 1826 (1912); Bd. 155, S. 360 (1912); Bd. 156, 
S. 1027, 1567 (1918); Berthelot, C. R. Bd. 166, S. 187 (1918); Ann. de 
Inst. Past. Bd. 28; S. 132 (1914); Presse Méd. Bd. 28, S. 235 (1917). 

19* 
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Nicht nur #-I%) und p-Oxyphenylathylamin werden aus 
Histidin und Tyrosin gebildet, sondern es ist eine allgemeine 
Erscheinung, daB unter dem Einflu8 von Bakterien von den 
Aminosiuren Kohlenséure abgespalten wird, infolgedessen ver- 
schiedene Amine, die spezifisch wirken kénnen, gebildet werden. 
Die biologische Bedeutung der einzelnen Amine ist recht ver- 
schieden; neben den eben genannten #-I und p-Oxyphenyl- 
athylamin entstehen auch wenig aktive Amine, welche einen 
kaum merkbaren biologischen Einflu8 selbst in stark konzen- 
trierten Lésungen ausiiben. Guggenheim?) schlagt vor, alle 
diese Substanzen, die aus Aminosduren durch Abspaltung von 
Kohlensiure entstehen, unter einer gemeinsamen Benennung 
»biogene Amine“ zu vereinigen. 

Einer der wichtigsten Bestandteile des Muskelextraktes 
ist die stickstoffhaltige organische Base — das Carnosin.°) 
Sein Gehalt kann in den Muskeln bis zu 0,4°/, erreichen 
(0,368°/, in Schweinefleisch.‘) Folglich gelangt es mit dem 
Fleisch in relativ groBer Menge in den Magen-Darmkanal, 
wo auf ihn die Darmflora einwirkt. Die Kenntnis der Frage 
tiber den EKinfluB der Bakterien auf das Carnosin ist nicht nur 
von theoretischem Interesse, sondern auch von praktischer 
Bedeutung. 

Bei der Hydrolyse mit Barytwasser wurde aus dem 
Carnosin |-Histidin und f-Alanin erhalten); in dieselben Kom- 
ponenten wird das Carnosin bei der Einwirkung vom Erepsin 
des Darmsaftes gespalten.°) 





1) B-L = #-Imidazolylithylamin. 

*) M. Guggenheim, Die biogenen Amine, 2. Aufl. 1924. 

%) Wl. Gulewitsch u. S. Amiradzibi, Diese Zs. Bd. 30, S. 565 
(1900); Chem. Ber. Bd. 33, 8. 1902 (1900); R. Krimberg, Diese Zs, Bd. 47, 
S. 412 (1906); W. Skworzow, a.a.O. Bd. 68, 8. 36 (1910); J. A. Smoro- 
dinzew, a.a.Q. Bd. 80, S. 218; Bd.87, 8.12 (1918); Bd. 92, S, 221 
(1914); U. Suzuki, K. Yoshimura, M. Jamakawa u. J. Irie, a. a, O. 
Bd. 62, §. 1 (1909); K. Yoshimura, Biochem. Zs, Bd. 87, S. 477 (1911). 

*) J. A.Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 92, S. 221 (1914). 

5) WL Gulewitsch, a.a. O. Bd. 50, 8. 585 (1907); Bd. 73, S. 484 
(1911). | 

®) M. Dietrich, Dissertation in russischer Sprache; Clifford, 
zitiert nach Guggenheim, ,,Biogene’ Amine“, §. 215. 
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Bei der Synthese von Carnosin") stellte es sich heraus, 
daB das Carnosin #-Alanyl-Histidin darstellt. 

Da in dem Carnosin ein Histidinmolektl enthalten ist, 
war es interessant die Frage zu entscheiden, ob bei der Spaltung 
durch Darmbakterien nicht dieselbe toxische Base — das #-I, 
wie aus Histidin entsteht. Diese Frage ist von Bedeutung, 
da bei der Fleischnahrung, wie schon erwahnt wurde, das 
Carnosin in groBen Mengen in den Darm gelangt und das 
8-1, welches im Darm unter dem Einflu8 der Darmfiora aus 
Histidin gebildet wird, groBe Aktivitét besitzt; seine Wirkung 
auf den Organismus erinnert an die Erscheinungen des anaphy- 
laktischen Schocks. Um die Intensitét seiner Wirkung zu 
demonstrieren, seien nur zwei Beispiele erwihnt: die Uterus- 
kontraktion eines Meerschweinchens findet statt bei einer Ver- 
diinnung von 1: 500000000; der Darm eines Meerschweinchens 
kontrahiert sich unter dem EinfluB von #-I bei einer Ver- 
dimnung von 1:250000000. Der Organismus kann selbst- 
verstindlich nicht indifferent gegeniiber der Bildung solcher 
Substanzen, wenn auch in geringen Quantititen bleiben; einen 
Beweis dazu bietet uns der Umstand, dab die Wirkung der 
Sekrete der endokrinen Driisen grofe Abnlichkeit mit der der 
biogenen Amine hat. 

Wegen der groBen Bedeutung der gestellten Frage folgte 
ich gern dem Vorschlag von Herrn Prof. Dr. Wl. Gulewitsch, 
den KinfluB der Darmbakterien auf das Carnosin zu unter- 
suchen. Ich halte es fiir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. 
Gulewitsch meinen innigsten Dank fiir seine Anregung und 
sein stets bereitwilliges Entgegenkommen auszusprechen. 

Um aus dem Darminhalt Bakterien, die die Fahigkeit 
besitzen Carnosin zu spalten, zu isolieren, verwendete ich Aus- 
saaten von Faeces auf ein Medium, das Carnosin enthielt. Zum 
ersten Male war so eine Methode zur Isolierung von Rein- 
kulturen der Mikroorganismen, die auf eine bestimmte Substanz 
einwirken, von Traetta Mosca?) angewendet; indem letzterer 





1) L, Baumann u. Th. Ingwaldsen, Jl. of Biol. Chem. Bd. 35, 
S. 268 (1918); G. Bargeru. Fr. Tutin, Biochem. Jl. Bd. 12, 8. 412 (1918). 
*) Traetta Mosca, Gazz. chim. ital. Bd. 40, 8S. 86 (1910). 
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Aussaaten aus Diinger auf ein Medium, das von organischen 
Substanzen bloB Tyrosin enthielt, machte, gelang es ihm, einen 
Mikroorganismus zu isolieren, welcher das Tyrosin zerstérte. 

Zuerst war es notwendig, so ein elektives Medium zu 
finden, das keine anderen stickstoffhaltigen Produkte enthielt, 
die Gelegenheit geben kiénnten mit dem Carnosin oder seinen 
Spaltungsprodukten verwechselt zu werden. 

Um iiber die Spaltung des Carnosins ein Urteil zu be- 
kommen, wurde das Drehvermégen der Lésung bestimmt. Das 
Carnosin stellt einen optisch aktiven Korper dar, der die 
Polarisationsebene des Lichtes nach rechts dreht; im Falle 
der Zerstérung des Carnosins unter dem HinfluB von Bakterien 
muB der Polarisationswinkel sich verindern. Aus diesem 
Gunde sollte der Nihrboden keine anderen optisch aktiven 
Kérper enthalten. Endlich sollte das Medium so zusammen- 
gestellt sein, daB auf demselben die gesuchten Mikroorganismen 
wachsen kénnten und daB gleichzeitig das Wachstum der 
enormen Menge der iibrigen Bakterien, die den menschlichen 
Darm bewohnen, gehemmt werde. Es geniigt bloB das mikro- 
skopische Priparat aus den Faeces eines erwachsenen Menschen 
zu betrachten, um eine Vorstellung zu bekommen iiber das 
bunte Bild der bakteriellen Formen, welche sich im Darm 
anhaufen. 

Nahrbéden, die aus verschiedenen anorganischen Ge- 
mischen*) und Carnosin angefertigt wurden, erwiesen sich an- 
fangs als unbrauchbar — es fand kein Bakterienwachstum 
statt. Eine vorlaufige zwei- und dreimalige Passage iiber 
Bouillon, die 1°/, Carnosin enthielt, konnte die Bakterien fiir 
das Wachstum auf den entsprechenden Medien nicht geeignet 
machen. Zuletzt erwies sich als brauchbar folgendes Medium, 
das von Sasaki’) vorgeschlagen war, nur noch mit einem 
Gehalt von 1°/, Carnosin: 





') Ich versuchte dieselben Naihrbéden, die Mellanby und T wort, 
gleichfalls Bertrand und Berthelot bei der Spaltung von Histidin 
durch Darmbakterien verwendeten, zu benutzen. 

®) A. a. O. 
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Kine bestimmte Menge solcher Lésung wurde in Reagens- 
glisern auf der analytischen Wage gewogen, darauf wurden 
die Reagensgliser im Autoklaven sterilisiert. Ein Roéhrchen 
blieb als Kontrolle steril, in den iibrigen wurden Faeces 
gesit, dieselben wurden vorlaufig mit einer sterilen Salz- 
lésung von eben erwahnter Beschaffenheit, aber ohne Carnosin 
eingetragen. Mit demselben Stibchen wurden die Faeces an 
der Wand des Reagensglases verrieben, wobei die groben 
Teilchen, die vorwiegend aus Speiseresten bestanden, zu Boden 
sanken. Die so erhaltene Suspension wurde mit einer sterilen 
Pasteurschen Pipette zur Aussaat in die vorbereiteten Reagens- 
gliser iibertragen. 

Die Reagensgliser wurden in den Thermostaten bei 37° 
gestellt; nach Verlauf von 8—10 Tagen wurden sie bis zum 
Anfangsgewicht erginzt, damit die Konzentration der Lésung 
unveraindert bleibe, und darauf wurde das Drehungsvermégen 
in allen Reagensglisern: geimpften und dem sterilen, bestimmt. 
Dabei trafen wir einige Schwierigkeiten, da die bakterielle 
Triibung, welche die Bestimmung des Drehungsvermigens stérte, 
sehr schwer zu beseitigen war. Zu.diesem Zweck erwies sich 
als giinstig folgende Kombination: 1 stiindiges Zentrifugieren 
und nachfolgendes Filtrieren. Wenn sich bei der Bestimmung 
des Drehungsvermégens herausstellte, daB in den Reagens- 
glisern, wo die Faeces gesit waren, das Drehungsvermégen im 
Vergleich mit der Kontrollfliissigkeit verindert war, so ist es 
klar, daB es nur von der Spaltung des Carnosins abhingig 
sein konnte. Die Aussaaten wurden aus den Faeces einer 
groBen Anzahl von gesunden und kranken Menschen (iiber 100), 
die an verschiedenen pathologischen Prozessen litten, gemacht. 
Die Spaltung des Carnosins fand nicht in allen Fallen statt; 
vorwiegend finden sich die entsprechenden Mikroorganismen in 
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den Faeces der Menschen, die an Obstipationen leiden, und 
den Faeces, welche sehr viel Schleim enthalten. DaB die 
Darmflora bei Obstipationen sich stark verandern kann, ist 
von einem Schiller Metschnikoffs, Distaso"), bewiesen 
worden. 


Gleichzeitig mit den Versuchen auf dem Carnosinmedium 
waren auch Versuche auf einem analogen Nahrboden, welcher 
statt Carnosin 1°/, Histidin enthielt, angestellt. Wahrend eine 
groBe Anzahl von Faeces Histidin zersetzten, lieBen dieselben 
Faces das Carnosin unberiihrt; trotz vieler (etwa 100) unter- 
suchter Fille, gelang es nur in zweien eine Reinkultur des 
Bacillus, der Carnosin zerstérte, zu isolieren und auf- 
zubewahren; in allen tibrigen Fallen, in welchen das Carnosin 
gespalten wurde, verloren die entsprechenden Bakterien beim 
Kultivieren auf kinstlichen Medien ihre Fahigkeit, das Carnosin 
zu spalten. Aber dieselben Bakterien besaBen die Fuahigkeit 
zu wachsen, sich zu bewegen, konnten gefirbt werden... Die 
Bakterien, welche auf dem Carnosinmedium isoliert waren und 
das Carnosin spalteten, waren auch imstande, das Histidin zu 
zerstéren. Aber umgekehrt, lieBen die Bakterien, die auf dem 
Histidinmedium isoliert waren und das Histidin ganzlich 
spalteten, das Carnosin unverindert, mit Ausnahme der oben 
erwahnten Fille. 


Eine Anzahl von verschiedenen frisch isolierten Kulturen 
von Bakterien wurde auch auf ihre Fahigkeit, das Carnosin und 
das Histidin zu spalten untersucht. Einen Teil der Kulturen 
habe ich selbst isoliert, einige hat mir die verstorbene Frau 
Prof. Dr. Tsiklinskaja liebenswirdig zur Verfigung gestellt. 
Die meisten Versuche wurden mehrmals der Sicherheit wegen 
wiederholt. 


In der folgenden Tabelle ist mit zwei Kreuzen die kom- 
plette Zerstérung des Carnosins oder Histidins bezeichnet, mit 
einem Kreuz die partielle, aber wobei tiber die Halfte der 
in Lésung befindlichen Substanz angegriffen war. 





1) Distaso, Zentralbl. f. Bakteriol. Bd. 1, S. 507 (1917). 
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Was die Isolierung der Bakterien unmittelbar aus den 
Faeces betrifft, so wurden bei zweien der Versuche, wobei 
das Drehungsvermégen nach rechts nach zweimaliger Passage 
auf demselben oben erwahnten Nahrboden verschwunden war, 
reine Kulturen von Bakterien isoliert; dieselben besaBen die 
Fahigkeit, das Carnosin und das Histidin zu spalten. Die 
Aussaten dieser Kulturen machten die Medien mit Carnosin 
und Histidin optisch inaktiv. — Auf solche Weise war tat- 
sichlich ein Mikroorganismus isoliert, der die Fahigkeit besaB, 
das Carnosin zu spalten. 

Dieser Mikroorganismus stellt ein kleines, sehr beweg- 
liches Stabchen mit einer PolargeiBel dar. Es ist mit Anilin- 
farben gut farbbar. Nach Gram entfarbt es sich. Es wichst 
gut auf Bouillon, indem sich eine starke Triibung am nachsten 
Tag bildet und eine griine fluorescierende Farbung erscheint, 
dieselbe nimmt die nichsten Tage zu, gleichzeitig bildet sich 
auf der Oberfliche ein Hautchen, welches nach Zerstérung 
von neuem erscheint. Die Kultur veraindert allmahlich ihre 
Farbung, indem sie rotbraun wird, die Reaktion wird alkalisch, 
es entwickelt sich ein eigenartiger Geruch und es bildet sich 
ein dichter, ziher, schleimiger Bodensatz. Auf Agar—Agar 
ausgestrichen, besonders auf Glycerinagar, wichst das Stabchen 
sehr tippig in Form eines feuchten grauen, halbdurchsichtigen 
Rasens, der durch Farbproduktion den gesamten Agar griin 
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fluorescierend farbt und. etwas aufhellt; in alten Kulturen ver- 
andert sich das Pigment und wird braunlich. Die Milch 
wird zur Gerinnung gebracht, spiter verfliissigt sich das aus- 
geschiedene Casein; die Milch bekommt eine griin fluores- 
cierende Verfarbung. Die Gelatine wird verflissigt und 
grinlich gefirbt. Glucose, Fructose, Galaktose wurden unter 
Bildung von Saure zersetzt; beim Wachstum auf Lactose und 
Maltose wird keine Saure gebildet. 

Alle beschriebenen Eigenschaften des isolierten Bacillus 
sprechen fir seine Identitét mit Bac. pyocyaneus. Um sich 
zu itberzeugen, daB die isolierten Bakterien auch beziiglich 
ihrer Wirkung auf das Carnosin identisch mit dem Bac. pyo- 
cyaneus sind, wurde letzterer aus EKiter isoliert. Es stellte 
sich heraus, daB der Bac. pyocyaneus, frisch aus dem ent- 
sprechenden Hiter als Reinkultur erhalten, auch das Carnosin 
und das Histidin vollstandig zerstért, worauf schon in der 
Tabelle (s. 0.) hingedeutet wurde. 

Nach dem Isolieren des entsprechenden Mikroorganismus 
in Reinkultur war das nichste Ziel die Untersuchung der 
Produkte, die aus Carnosin gebildet werden. 

Zu diesem Zweck wurde die Emulsion einer eintigigen 
Kultur vom Glycerinagar zu 500 cm des obenerwahnten 
Mediums, das 5g Carnosin enthielt, zugesetzt; alles wurde 
fir 10 Tage in den Thermostaten bei 37° gestellt. Nachdem 
wir uns in einer kleinen Probe der Fliissigkeit itiberzeugt 
hatten, daB die Flissigkeit optisch inaktiv geworden ist, wurde 
die Verarbeitung derselben unternommen. Die Lésung wurde 
iiber Kieselgur filtriert und nach Neutralisation derselben 
mit Salzsiure, wurde sie bis zu Sirupdichte eingeengt und mit 
Methylalkohol extrahiert. Die Spirituslésung wurde von neuem 
bis zur Sirupkonsistenz abgedampft und mit einem geringen 
Quantum Wasser verdiinnt — die GréBe des Drehungswinkels 
betrug in dieser Liésung bloB + 0,03° statt + 0,2°, den sie 
anfangs besaB (trotzdem das Volumen der Flissigkeit be- 
deutend geringer war: 15 ccm anstatt der anfinglich gewesenen 
500 ccm). Die erhaltene Flissigkeit wurde mit einer heifen 
gesittigten Lisung von Pikrinsiure gefallt, wobei ein geringer 
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harziger Bodensatz entstand, der keine Tendenz zur Krystalli- 
sation fuBerte. Aus der Fliissigkeit und aus dem Bodensatz 
wurde die Pikrinsiure durch Ather nach Ansaiuerung mit 
Schwefelsiure entfernt, darauf wurde eine Fallung durch 
Phosphorwolframsaure hervorgerufen, Der kleine Phosphor- 
wolframsiureniederschlag wurde durch Bariumhydroxyd zersetzt, 
ein Uberschu8 desselben durch einen Strom von Kohlensaure 
entfernt. Nach Neutralisation des Filtrates vom kohlensauren 
Bariumcarbonat mit Salpetersiure wurde die Lésung eingeengt. 
Es wurde eine geringe Menge nadelférmiger Krystalle, die 
sternartige Drusen bildeten, ausgeschieden. Der Schmelzpunkt 
und die krystallographische Untersuchung sprachen fiir die 
Identitét dieser Krystalle mit dem Carnosinnitrat. Die Menge 
des gebildeten Carnosinnitrats war sehr gering, folglich ist 
nur eine Spur von Carnosin unzersetzt geblieben, der Haupt- 
anteil desselben ist aber verschwunden, worauf auch die 
Anderung der optischen Fahigkeit deutet. Das Fehlen eines 
Niederschlages bei Einwirkung von Pikrinsiure spricht gegen 
die Bildung des erwarteten f-I und der geringe Phosphor- 
wolframsiureniederschlag beweist das Fehlen einer mehr oder 
weniger nennenswerten Menge irgendwelcher Basen. 

Es wurde auf analoge Weise noch eine Portion von 
500 com 1°/,iger carnosinhaltiger Flissigkeit verarbeitet. 
Da bei der vorigen Versuchsanordnung es nicht gelungen 
war, irgendwelche Basen zu isolieren, und die Pikrinsiure blob 
einen geringen amorphen Niederschlag erzeugte, so beschlo8 
ich dieses Mal die Lésung unmittelbar mit Phosphorwolfram- 
siure zu fallen. Nachdem wieder in einer kleinen Probe das 
Verschwinden des Drehungsvermégens konstatiert war, wurde 
die quantitative Stickstoffverteilung in den einzelnen Frak- 
tionen bestimmt, um eine Vorstellung zu erhalten, ob in dem 
Phosphorwolframsiureniederschlag die Anwesenheit irgend- 
welcher Basen zu erwarten sei oder das Carnosin bis auf seine 
Endprodukte gespalten wird. Diese Bestimmung kann natiirlich 
nur zur Orientierung dienen, hat aber keine absolute Be- 
deutung, da stets ein Defizit von Stickstoff im Vergleich zur 
Gesamtmenge beobachtet wird. Beim Studium der Extraktiv- 
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stoffe des Muskelgewebes im Laboratorium von Prof. Gule- 
witsch’) betrug das Stickstoffdefizit bis 35—-39°/,. Bei der 
Untersuchung der Spaltprodukte des Carnosins unter dem 
Einflu8 von Bakterien kann auBer der gewdhnlichen Adsorption 
von Stickstoff durch Niederschlige und der Gegenwart von 
Verbindungen, die kein Ammoniak beim Erhitzen mit Schwefel- 
siure nach Kjeldahl bilden, der Verlust von Stickstoff einerseits 
davon abhangig sein, daB er durch die Bakterienkérper und 
die schleimigen zihen Massen, die bei dem Bakterienwachstum 
gebildet werden, beim Filtrieren durch Kieselgur zuriick- 
gehalten wird und andererseits von der Verfliichtigung des 
Ammoniaks beim Stehen im Thermostaten der alkalischen 
Flissigkeit bei 37° im Laufe von einigen Tagen. Es hat sich 
erwiesen, daB der Stickstoff in Form von 


NH, 14,65 °/, des Gesamt-N betrigt 
im Phosphorwolframsaureniederschlag 12,2 °/, _,, ra sa 
” ” filtrat 44,5 °%/) ,, ” ” 


Aus den oben angefiihrten Zahlen ist es ersichtlich, dab 
die Hauptmenge des Stickstoffs durch Phosphorwolframsiure 
nicht gefallt wird, was gegen die Anwesenheit, wenigstens in 
grofen Quantititen, von irgendwelchen Basen spricht. 

Hine neue analoge Portion wurde mit Phosphorwolfram- 
siure gefallt; nach Entfernung derselben auf die gewéhnliche 
Art, wurde das Filtrat von kohlensaurem Barium mit Salpeter- 
siure neutralisiert und eingeengt. Es wurde eine geringe 
Menge von Krystallen ausgeschieden. Nach Liésen derselben 
in Wasser wurden sie mit §-Naphthylisocyanat behandelt. 
Der ausgeschiedene Dinaphthylharnstoff wurde abfiltriert, das 
Filtrat mit Salzséure neutralisiert, aber nach Einengen fand 
keine Krystallisation statt. Die Verarbeitung mit Naphthyl- 
isocyanat hatte den Zweck, das eventuell gebildete -Alanin 
zu identifizieren. : 

Was das Filtrat vom Phosphorwolframsaéureniederschlag 
betrifft, so wurde die Phosphorwolframsiure wieder durch 





1) W.Skworzow, Diese Zs. Bd. 68, S. 26 (1910). J. A. Smoro- 
dinzew, Diese Zs. Bd. 87, S. 12 (1908); Bd. 92, S. 221 (1914). 
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Bariumhydroxyd entfernt, nach EKinengen der Lésung wurden 


nur anorganische Salze ausgeschieden. Zum Filtrat von den 
Salzen wurde Schwefelsiure bis zur positiven Congoreaktion 
zugesetzt, dabei spiirte man einen Geruch, der an Butter- 
und Essigsiure erinnerte. Diese Lésung wurde destilliert, 
das Destillat reagierte deutlich sauer auf Lackmus, die Re- 
aktion auf Congo war kaum positiv. 

Noch eine Probe von 500 ccm, enthaltend 5 g Carnosin, 
wurde nach der EKinwirkung der Bakterien in iiblicher Weise 
mit Phosphorwolframsaure gefallt. Nach Zerlegung des Nieder- 
schlages und Neutralisation der Lésung mit Salpetersiure 
wurde die Lisung eingeengt und der Krystallisation iiberlassen. 
Es wurde eine ganz geringe Menge von Krystallen ausgeschieden, 
dem Schmelzpunkt nach waren sie identisch mit dem Carnosin- 
nitrat; die Diazoreaktion war wie beim Carnosin positiv. 

Aus dem Filtrat vom Phosphorwolframsiureniederschlag 
wurde die Phosphorwolframsaure entfernt und die Flissigkeit 
bis zu einem kleinen Volumen eingeengt. Aus der Liésung schied 
ein Niederschlag von anorganischen Salzen aus. Nach Tren- 
nung derselben wurde das Filtrat mit Kupfercarbonat be- 
arbeitet, das Filtrat hatte eine blaue Farbe, aber die Kry- 
stallisation eines Kupfersalzes einer Aminosiure konnte nicht 
erzielt werden. 

Aus der Untersuchung iiber die Einwirkung von Bakterien 
auf das Carnosin ist es also ersichtlich, daB das Carnosin 
dabei gespalten werden kann, aber bedeutend schwerer als 
das ihm der Struktur nach nahestehende Histidin, welches 
unter dem Einflu6 vieler Bakterienarten zerstért werden kann 
(siehe die Tabelle), auBerdem spalteten eine Reihe von Faeces 
das Histidin, wahrend das Carnosin von denselben unberihrt 
blieb, Es ist um so merkwirdiger, weil gewdhnlich die Ver- 
bindungen mit einer langeren Kohlenstoffkette leichter zer- 
fallen, als mit einer kurzen. 

Betreffs der Spaltprodukte des Carnosins bei Einwirkung 
von Bac. pyocyaneus, so entsteht keine Base, sondern die 
Bakterien zersetzen es bis zu den Endprodukten: Ammoniak, 
Saéuren... Das Fehlen der toxischen #-I, welches ich zu 


é 
, 2 
‘ e 











st 
. 
‘ 

c 
: 
: 
3 
4 
2 
i 
is 
+ 
3 
e 
( 
. 
‘4 
a 
, 
“ 


+ STE ERA CRE eT ee 








288 Julie Hefter, 


finden erwartete, ist selbstverstaindlich sehr giinstiz fir den 
Organismus, 

Es ist interessant zu konstatieren, dab die Mehrzahl der 
Aminosauren, die fiir den Organismus indifferent sind, unter 
dem KEinflu8 der Bakterien mehr oder weniger aktive Sub- 
stanzen bilden. Das Dipeptid Carnosin, das ein ebenso 
aktives Hormon, wie das Adrenalin ist), zerfallt unter dem 
EinfluB von Bakterien in fiir den Organismus indifferente 
Substanzen. 

Es bleibt nur die Frage offen, ob die Abwesenheit von 

-l oder irgendeiner anderen Base von den Eigenschaften 
des betreffenden Mikroorganismus abhangt oder von den Ver- 
suchsbedingungen, welche von groBer Bedeutung sind.?) So 
z. B. erzeugte der 8-Proteus vulgaris, wenn er frisch isoliert 
ist, bei Einwirkung auf Tyrosin die Bildung von oxyaroma- 
tischen Saiuren. Bei lingerem Kultivieren desselben Stammes 
von Bakterien, ohne merklich die Fahigkeit zum Wachstum, 
Farbbarkeit ... zu andern, rufen sie keine Bildung von Sauren 
aus dem Tyrosin hervor, sondern produzieren das entsprechende 
Amin-Oxyphenylithylamin. Gleichfalls erzeugt B. coli bei 
Anderung der Reaktion des Mediums in einem Fall die 
Bildung von Oxyphenylmilchsiure, in einem anderen Oxy- 
phenylathylamin. 

Davon, daB die Bakterien ihre biologischen EKigenschaften 
zu indern imstande sind, konnte ich mich selbst bei meinen 
Untersuchungen iiberzeugen: einige Male wurden Reinkulturen 
von Bakterien, die fahig waren das Carnosin zu spalten, 
isoliert, aber beim Wachstum auf kiinstlichem Nahrboden ver- 
loren sie allmahlich diese Eigenschaft, indem sie aber lebens- 
fahig blieben. 


Nachtrag. 


Meine Arbeit war schon abgeschlossen, als ich in der Bio- 
chemischen Zeitschrift’) die Untersuchungen von Supniewski 





1) Krimberg, Hormone (in russ. Sprache). 1918. 
2) T. Sasaki, Jl. of Biol. Chemie Bd. 32, S. 887 (1919). 
*) Supniewski, Biochem. Zs. Bd. 146, S. 522 (1924). 


i 
i 
i 





| re 


Fig MS TR AERA LAR Mie Yr 





Ober die Spaltung des Carnosins durch Darmbakterien usw. 289 


iber die Einwirkung von Bac. pyocyaneus auf cyclische Ver- 
bindungen kennen lernte. 

Hs stellte sich aus seinen Untersuchungen heraus, dab 
der Bac. pyocyaneus imstande ist, die cyclischen Aminosaiuren 
zu zersetzen, er bewirkt einen weitgehenden Zerfall des Tyrosins 
und Tryptophans, spaltet also die Phenol- und Pyrrolringe. 
In meinen Untersuchungen erzeugte er den Abbau des Imid- 
azolringes. 


Zusammenfassung. 


Carnosin wird bei bakterieller Wirkung schwerer gespalten 
als das ihm nahestehende Histidin: 

1. Eine groBe Anzahl von Faeces gesunder und kranker 
Personen auf Histidin- und Carnosinmedien geziichtet, ver- 
halten sich verschieden beiden Basen gegeniiber. Diejenigen 
Faeces, welche imstande sind Carnosin zu zerlegen, greifen 
regelmaBig auch das Histidin an, dagegen bleibt das Carnosin 
in den meisten Fallen unberiihrt unter dem EinfluB von 
Faeces, die das Histidin restlos zersetzen. 

2. Eine Reihe frisch isolierter Kulturen verschiedener 
Bakterienarten, welche fahig sind, das Histidin zu zerstéren, 
lassen das Carnosin unverindert. 

Durch Aussaat von Faeces, die das Carnosin zerstéren, 


> wurde ein Mikroorganismus isoliert, welcher das Carnosin und 


auch das Histidin vollstindig zerlegte. 

Bei genauerer Untersuchung des isolierten Mikroben erwies 
er sich als identisch mit dem Bac. pyocyaneus, welcher zum 
Vergleich aus blaugriinem Hiter isoliert wurde. 

Bei Kinwirkung von Bac. pyocyaneus auf Carnosin zerfallt 
letzteres bis zu seinen Endprodukten: Amnioniak, Essigsaure, 
Buttersiure u. dgl., die auf den Organismus keine toxische 
Wirkung ausiiben. 
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Uber organische Basen des Harns. 


Von 


Julie Hefter. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der 1. Staatsuniversitat Moskau und aus 
der Abteilung fir biologische Chemie des Russischen wissenschaftlichen chemischen 
Instituts.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. April 1925.) 








Das Carnosin ist bekanntlich?) einer der wichtigsten stick- 
stoffhaltigen Extraktivstoffe der Muskeln, sowohl der quer- 
gestreiften wie auch der glatten. 

AuBer der Muskelsubstanz ist das Carnosin in keinen 
anderen Geweben und Flissigkeiten des tierischen Organismus 
gefunden worden: Smorodinzew?’) gelang es nicht, dasselbe 
aus der Leber zu isolieren, Bebeschin*) aus der Niere, 
Torssuew‘) aus dem Blut, Tschernow') aus dem Gehirn, 
Demjanowski®) aus der Milz, Kaplansky”) aus den Lungen. 
Auf Veranlassung von Herrn Prof. Dr. Wl. Gulewitsch ver- 
suchte ich das Carnosin aus dem Urin zu erhalten. Meine 
Arbeit wurde unter der Leitung des Herrn Prof. W1. Gule- 





1) WL. Gulewitsch u. S. Amiradzibi, Diese Zs. Bd. 30, 8, 565 
(1900); W. Skworzow, Diese Zs. Bd. 68, S. 36 (1910); R. Krimberg, 
Diese Zs. Bd, 48, 8.412 (1906); U. Suzuki, K. Yoshimura, M. Yama- 
kawa u. Y. Irie, Diese Zs. Bd. 62, 8.34 (1909); K. Yoshimura, 
Biochem. Zs. Bd. 87, §. 481 (1911); J. A. Smorodinzew, Diese Zs. 
Bd. 87, 8. 12 (1918); Bd. 92, S. 221 (1914); Fiirth u. Schwarz, Biochem. 
Zs. Bd. 30, 8.418 (1911); L. Baumann u. Th. Ingwaldsen, Jl. of 
Biol. Chem. Bd. 25, 8. 195 (1916); G. Barger u. Fr. Tutin, Biochem. 
Jl. Bd. 12, S- 402 (1918). 

2) §. A. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 80, S. 218 (1912). 

5) K. Bebeschin, Diese Zs. Bd. 72, S. 880 (1911). 

*) Nach einer miindlichen Mitteilung. 

5) Nach einer miindlichen Mitteilung. 

*) S. Demjanowski, Diese Zs. Bd. 182, S. 110 (1924). 

") S. Kaplansky, Diese Zs, Bd. 140, 8. 69 (1924). 
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witsch ausgefiihrt und ich halte es fiir eine angenehme Piflicht, 
ihm meinen tiefen Dank auszusprechen. 

Man kann das Carnosin nach zwei Methoden ‘bedheintena 
nach der phosphorwolframsauren und nach der Quecksilber- 
methode. In dem medizinisch-chemischen Laboratorium wird 
jetzt vorwiegend letztere angewandt, da die Quecksilberlésungen 
das Carnosin bei gréBeren Verdiinnungen fallen kénnen, als 
die Phosphorwolframsiure; bei der Quecksilbermethode ist die 
Carnosinfraktion weniger verunreinigt und auferdem ist das 
Quecksilbersulfat billiger und leichter zu erhalten, als die 
Phosphorwolframsiaure. 

Der Urin wurde von mir nach der Quecksilbermethode') 
verarbeitet. Bevor aber die Untersuchung des Harns vor- 
genommen wurde, untersuchte ich, ob man Quecksilbersulfat 
zur Fallung des im Urin vermuteten Carnosins anwenden kann. 
Es stellte sich heraus, daB eine aus verschiedenen organischen 
und anorganischen Bestandteilen kiinstlich hergestellte Mischung 
(Harnsiure, Harnstoff, Kreatinin, Kalium- und Natriumphosphat, 
Natriumchlorid) die Fallung von Carnosin sogar aus sehr stark 
verdiinnten Lésungen (1: 40000) nicht hemmt. 

Um eine Vorstellung zu bekommen, ob in der entsprechen- 
den Silberbarytfraktion des Urins Carnosin zu erwarten sei, 
war die quantitative Verteilung von Stickstoff in den einzelnen 
Fraktionen bestimmt. Die Fallung wurde zu diesem Zweck 
nicht mit Silbernitrat vollbracht, sondern durch Silbersulfat 
erzeugt. Es wurden 3 Liter Urin verarbeitet: 

1, entsprechend 1 Liter Urin waren 4,19 g N enthalten, 


2. a te ‘a »  0,019g N durch HgSO, fallbar 
enthalten, § 

8. = i «© s »  0,0046g N durch Ag,SO, fallbar 
enthalten, 

4. * ae +s »  0,0114 g N durch Ag,SO, + 


Ba(OH), fillbar enthalten, 
Das Filtrat vom Silberbarytniederschlag enthielt keinen N. 
Der Stickstoff wurde nach Mikrokjeldahl bestimmt. 
Es sollte eigentlich die Summe der. Stickstoffmengen, die 
in den Fraktionen 3 (Silberniederschlag) und 4 (Silberbaryt- 





1) J. A. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 92, S. 214 (1914). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLV. 20 
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niederschlag), gleich dem Stickstofigehalt des Quecksilbernieder- 
schlages — 2 — sein; es wurden aber 0,016 g statt 0,019 ¢g 
erhalten — das Defizit betrug also 15,8°/, N. Beinahe ein 
gleiches Defizit: hatten Kossel und Kutscher') bei der Be- 
stimmung der quantitativen Verteilung von Stickstoff in den 
Produkten der Hydrolyse verschiedener Eiwei8arten, noch 
gréBere Verluste hatten Skworzow?) und Smorodinzew*) 
bei der Untersuchung der quantitativen Verteilung von Stick- 
stoff in den verschiedenen F'raktionen, die nach der Methode von 
Gulewitsch aus Muskel- und Leberextrakten erhalten werden. 

Aus den angefihrten Zahlen ist es ersichtlich, daB von 


der Gesamtmenge des Stickstofis, die durch Quecksilbersulfat | 


gefallt wird, den gréBten Teil der N des Silberbarytnieder- 


schlages bildet, was die Méglichkeit einer Auffindung von | 


Carnosin im Harn naheliegend machte. 


Die Carnosinlésungen besitzen die Fahigkeit, die Polari- | 


sationsebene des Lichtes ziemlich energisch nach rechts zu 


drehen; die spezifische Drehung der freien Base betrigt 


[a] = + 20,8° bis + 21,3°; sie ist fast unabhingig von dem 


Verdiinnungsgrad. Bei der Bestimmung des Drehungsver- ’ 
mégens in den untersuchten Fraktionen, ergab es sich, dab | 


sie alle, selbst die Silberbarytfraktion, in welcher das Carnosin 


vermutet sein dirfte, die Polarisationsebene des Lichtes nach | 


links ablenkten. Da aber auch bei der Untersuchung von 
Muskelextrakten in der Carnosinfraktion immer eine links- 
drehende Substanz enthalten war, wurde trotzdem eine syste- 
matische Verarbeitung des Urins nach der Quecksilbermethode 
vorgenommen, 

40 Liter Urin wurden mit Quecksilbersulfat gefillt, die 
Untersuchung bis zum Silberbarytniederschlag gefiihrt. Nach 
Zersetzung desselben durch Schwefelwasserstoff und Entfernen 
des gebildeten Silbersulfids wurde das Filtrat eingeengt, aber 


in der sirupartigen F'lissigkeit, die alkalisch reagierte, erfolgte | 





1) A. Kossel u. Fr. Kutscher, Diese Zs, Bd. 31, S. 165 (1900). 
*) W. Skworzow, Diese Zs. Bd. 68, 8. 26 (1910). 

*) J. A. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 80, S, 218 (1912). 

*) Wl. Gulewitsch, Diese Zs. Bd. 87, S. 1 (1913). 
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keine Krystallisation. Zur Beseitigung von Verunreinigungen 
wurde die Flissigkeit mit Quecksilberkaliumjodidlésung in 
Gegenwart von Salzsiure gefallt. Der gebildete geringe Queck- 
silberniederschlag wurde abfiltriert und aus dem Filtrat, wo 
das Carnosin enthalten sein kénnte, wurde das Quecksilber 
mit Hilfe von Schwefelwasserstoff entfernt. Nach Absaugen 
von Quecksilbersulfid, wurde die Fiissigkeit mit Soda neutrali- 
siert, von neuem mit Silbernitrat gefallt und im Filtrat nach 
Zufiigen von Silbernitrat bis zur Probe von Kossel die 
Fallung mit warmem gesattigten Barytwasser hervorgerufen. 
Der Silberbarytniederschlag wurde nochmals auf die iibliche 
Weise zersetzt und das Filtrat von Ag,S bis zu einem ge- 
ringen Volumen eingeengt. Die Lésung, welche wieder Links- 
drehung zeigte, wurde mit Alkohol gefallt. Am nithsten Tag 
erwiesen sich auf den Wianden und am Boden Krystalle in 
Form von fast weiBen Drusen. Sie wurden abgesaugt und in 
Wasser geliést, die 15 ccm betragende Fiissigkeit besaB eine 
stark alkalische Reaktion und zeigte wieder Linksdrehung 
a = — 0,25°, obgleich die Krystalle beinahe rein waren. Um 
endgiltig die Méglichkeit auszuschlieBen, da8 die Rechts- 
drehung des Carnosins durch die Linksdrehung einer anderen 
optisch aktiven Substanz verdeckt sein kénnte, wurde die 
Lésung im Laufe von 8 Stunden einer Hydrolyse mit Schwefel- 
siure unterworfen. Nach Entfernen der Schwefelsiure wurde 
die Lésung genau bis zum friiheren Volumen eingeengt; der 
Drehungswinkel blieb nach der Hydrolyse unverandert « = —0,25°. 
Das Erwirmen mit Schwefelsiure wurde vorgenommen, um 
das Carnosin zu spalten, falls solches in der Lésung vorhanden 
wire. Dabei sollte die Rechtsdrehung des Carnosins infolge 
seiner Spaltung verschwinden, die Linksdrehung der Lésung 
infolge der Bildung von linksdrehendem Histidin aus Carnosin *) 
noch starker werden. Das fand aber nicht statt. 

Auf solche Weise ist es ersichtlich, daB auch im Urin, 
wie in den anderen untersuchten Geweben und Fiissigkeiten 
des Organismus, mit Ausnahme des Muskelgewebes, kein 





1) Das Carnosin wird in Histidin und -Alanin gespalten. W1. Gule- 
witsch, Diese Zs. Bd. 50, S. 535 (1907); Bd. 73, S. 484 (1911). 
20* 
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Carnosin vorhanden ist, was die von Gulewitsch ausgesprochene 
Vermutung, daB das Carnosin ein spezifischer Bestandteil des 
Muskelgewebes ist, bestatigt. Folglich wird das in den Muskeln 
enthaltene Carnosin im Organismus gespalten und wird nicht 
durch die Nieren als solches ausgeschieden. 

Nach Aufklirung der Frage tiber das Vorkommen von 
Carnosin im negativen Sinne, unternahm ich die Untersuchung 
der aus dem Urin ausgeschiedenen Krystalle, welche aber blob 
in geringer Menge erhalten wurden: 0,1 g aus 40 Litern. Die 
Krystalle schmolzen bei 249° unter Aufschiumen, waren leicht 
léslich in Wasser, wobei die Lésungen stark alkalisch reagierten, 
sie lenkten die Polarisationsebene des Lichtes nach links ab, 
waren durch eine ammoniakalische Lésung von Silbernitrat 
und durch Phosphorwolframsiure fallbar, gaben die Biuret- 
und Diazoreaktion. Die Millonsche Reaktion war negativ. 
Simtliche Eigenschaften sprachen somit fiir die Identitét der 
erhaltenen Krystalle mit dem Histidin. Die mikrokrystallo- 
graphische Untersuchung, welche von Herrn Prof. Gulewitsch 
ausgefiihrt wurde, bestitigte das gleiche. 

Histidin war schon einmal im Harn von Engeland}) fest- 
gestellt; es gelang ihm, dasselbe aus 40 Liter Urin durch 
Fallung mit Sublimat und essigsaurem Natron und nachfolgende 
ziemlich komplizierte Verarbeitung zu isolieren. Bei Wieder- 
holung der Untersuchung mit 14 Litern Urin bei etwas ver- 
inderter Methodik gelang es Engeland nicht, das Histidin 
zu isolieren. Wahrscheinlich hingt es von den geringen Mengen 
ab, die normalerweise im Urin enthalten sind. Es ist méglich, 
daB in pathologischen Fallen, wenn die Diazoreaktion im Urin 
stark ausgesprochen ist, auch die Histidinmenge steigt gleich 
anderen Aminosiuren und Basen?), welche in einigen patho- 
logischen Zustinden vermehrt sind. 





1) R. Engeland, Diese Zs. Bd. 57, S. 49 (1908). 

*) Selmi, Ann. d. Chim. e di farm. Bd. 8, 8.8 (1888); Griffith, 
C. R. Bd. 118, §. 656 (1891); Bd. 114, §. 496 (1891); Bd. 115, S. 185 
(1892); Bd. 116, S. 1205 (1892); Bd. 117, S. 744 (1893); Bd. 118, S. 1350 
(1898); Bd. 120, 8.1128 (1894); Albu, Berlin. klin. Wochenschr. Bd. 31 
S. 8, 1081 (1894). 
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Synthese der carboxylierten Kryptopyrrol-carbonsaure und 
einiger Methene, zugleich ein Beitrag zur Kenntnis der 
Ehrlichschen Dimethyl-amido-benzaldehydreaktion. 


Von 


Hans Fischer und Costin Nenitzeseu. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut d. Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. April 1925.) 





1891 teilte Paul Ehrlich’) mit, daB gewisse patho- 
logische Harne mit Dimethyl-amido-benzaldehyd versetzt eine 
intensive Rotfarbung geben. O. Neubauer?) stellte dann fest, 
daB das ,,Urobilinogen* des Harns die Ursache dieser Re- 
aktion ist und er beobachtete ferner, daB Hamopyrrol und 
Pyrrol selbst eine ahnliche Reaktion geben. Von Feist’) 
wurden krystallisierte farblose Kondensationsprodukte von sub- 
stituierten Pyrrolen mit Aldehyden gewonnen und festgestellt, 
daB dies Dipyrrylarylmethanderivate sind, die von H. Fischer‘) 
als Leukoverbindungen von Farbstoffen aufgefaBt wurden. In 
der Tat gehen die Feistschen Kondensationsprodukte durch 
Oxydationsmittel in gefarbte Verbindungen iiber. Mit Meyer- 
Betz ) wurde dann aus 2,5-Dimethyl-pyrrol-3-carbonsiureester 
mit Dimethyl-amidobenzaldehyd zum erstenmal ein farbloses 
krystallisiertes Kondensationsprodukt dargestellt und als Derivat 





”) Medizinische Woche 1901, S. 151. | 

*) Sitzungsberichte d. Gesellschaft f. Morphologie u. Physiologie in 
Miinchen (1903). 

*) Chem. Ber. Bd. 35, S. 1647 (1902). 

*) Diese Zs. Bd. 73, S. 238 (1911). 

®) Diese Zs. Bd. 75, S. 253 (1911). 
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eines Dipyrryl-phenyl-methans erkannt, das durch Oxydations- | 
mittel in einen roten Farbstoff mit den Spektralerscheinungen | 
der Ehrlichschen Aldehydreaktion tiberging. Mit Viktoria | 
Luckmann!) wurden dann 2,4-Dimethyl-3-acetylpyrrol, sowie | 
2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol mit in den Kreis der Be- | 


trachtungen gezogen und hieraus die entsprechenden Dipyrry]l- 


phenyl-methane gewonnen. Diese mit EKisenchlorid behandelt, 
gaben prachtvoll krystallisierte rote EKisenkomplexsalze; durch | 
Reduktion gingen diese wieder in die Leukoverbindungen iiber, | 


so daB die Analogie mit den Triphenylmethanfarbstoffen eine 
vollkommene war. Mit Kaan*) wurde dann auch eine kry- 
stallisierte Carbinolbase isoliert, allerdings die eines Diphenyl- 
pyrryl-methans, die auBerordentlich leicht in eine gelb gefarbte 
Verbindung iiberging. Es waren somit eine Reihe von Ana- 
logien zu den Triphenylmethanfarbstoffen vorhanden. Ob nun 
trotzdem bei der Ehrlichschen Aldehydreaktion wirklich 
Dipyrryl-phenyl-methanfarbstoffe entstehen, ist nicht bewiesen, 
denn die Bedingungen, unter denen die Dipyrryl-phenyl-methane 
erhalten waren, wichen doch von den bei der Aldehydreaktion 
itiblichen sehr wesentlich ab. Alle Kondensationen sind bei 
héherer Temperatur durchgefiihrt und in wasserfreiem Medium. 
Beweisend fiir die Konstitution des der Ehrlichschen Aldehyd- 
reaktion zugrunde liegenden Prinzips muff die Abscheidung 
eines Farbstoffs unter den bei dem Ansetzen der Ehrlich- 
schen Aldehydreaktion iiblichen Bedingungen sein, d. h. Kon- 
densation bei gewéhnlicher Temperatur mit Dimethylamido- 
benzaldehyd in Salzsiure. Durch Kondensation der carboxy- 
lierten Kryptopyrrolcarbonsiure mit Dimethylamidobenzaldehyd 
in salzsaurer Lésung gelang es direkt, das gefairbte Konden- 
sationsprodukt in schén krystallisiertem Zustand abzuscheiden. 
Allerdings ergab die Analyse des Chlorhydrats keine scharf 
stimmenden Werte und zwar lag es daran, daB das Konden- 
sationsprodukt beim Erhitzen zur Gewichtskonstanz staindig an 
Gewicht abnahm, bedingt durch Abspaltung von Kohlendioxyd, 





1) Diese Zs. Bd. 115, S. 78 (1921). 
*) Diese Zs. Bd. 120, S. 268 (1922). 
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wie aus der Analyse hervorging. Wir verwendeten deshalb 
statt Salzsiure Uberchlorsiure, arbeiteten im iibrigen unter 
den gleichen Bedingungen. Die Analyse des Perchlorats gab 
einwandfreie Zahlen dafiir, daB die Kondensation molekular 
vor sich gegangen war, d. h. daB ein Dimethylamidobenz- 
aldehyd mit 1 Mol. Pyrrol kondensiert hatte, demgem&B nicht 
ein Dipyrryl-phenyl-methanfarbstoff vorliegt, sondern ein Phenyl- 
methenfarbstoff von folgender Konstitution 





HC(HCIO,) 

Auch die Ausbeuten beim erhaltenen Farbstoff sprechen 
fir diese Auffassung. Nach diesem Resultat kondensierten 
wir auch 2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol mit Dimethyl- 
amidobenzaldehyd und iiberschiissiger Perchlorsiure und konnten 
auch in diesem Fall ein schén krystallisiertes Perchlorat zur 
Abscheidung bringen, dessen Analyse einwandfrei fiir ein 
Phenylmethen sprachen im Sinne der Formulierung II. 


ie me H,C-——COOC,H, 
* on ee 
8 —r N 
HClO, 


Ks wird von groBem Interesse sein, ob aus den Dipyrryl- 
phenyl-methanen es gelingen wird, einen Pyrrolkern zur Ab- 
spaltung zu bringen und so zu den Phenylmethenen auf einem 
neuen Weg zu kommen. Es stiinde dies dann in Analogie zu 
dem Verhalten der Tripyrryl-methane'), bei denen auBer- 
ordentlich leicht die Spaltung zum Dipyrrylmethen und freiem 
Pyrrol erfolgt. Untersuchungen in diesem Sinne sind im Gang. 

Bei Kérper I gelang es auch, das zugrunde liegende freie 
Methen in Form des krystallisierenden Dinatriumsalzes zu 
isolieren. Dieses Salz ist intensiv gelb gefirbt, auch in Lésung. 





1) Chem. Ber. Bd. 56, S. 2819 (1923). Liebig, Ann. der Chem. 
Bd. 489, S. 246 (1924). 
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Verdiinnt man die wiBrige Lisung, so entsteht die rote Farbe 
der Ehrlichschen Reaktion mit dem charakteristischen Spektral- 
befund. Bedingt ist dieser Farbenumschlag durch den Kohlen- 
siuregehalt des Wassers, denn durch Einleiten von Kohlen- 
siure wird der Umschlag bewirkt, wie auch durch Essigsiure 
wie Mineralséure. Wendet man einen Uberschu8 von Mineral- 
siure an, so tritt Entfazbung ein. Offenbar wird in allen 
Fallen durch verdiinnte Siuren das Methen in Freiheit gesetzt, 
das die obige Konstitution I hat, indem also der Pyrrolkern 
in der basischen, d.h. in der Pyrrolenform auftritt. Solange 
keine iiberschiissige Séure anwesend ist, ist Gelbfarbung vor- 
handen. Sowie ein Uberschu8 dieser zugesetzt wird, tritt 
durch Salzbildung am Stickstoff des Pyrrolkerns intensive 
Rotfirbung auf. Durch Uberschu8 von konz. Salzsaure tritt 
dann auch am Dimethyl-amidorest Salzbildung ein; dadurch 
wird diese auxochrome Gruppe ausgeschaltet und es tritt Ent- 
farbung ein, gerade so wie bei Malachitgriin oder Krystall- 
violett, die auf Zusatz von konz. Salzsiure aus denselben 
Griinden nach Gelb umschlagen. Durch Verdiinnen mit Wasser 
kann hier bekanntlich die urspriingliche Farbe wiederhergestellt 
werden und dies ist bei unserem Methen auch der Fall. Durch 
Verdiinnen mit Wasser tritt die Rotfirbung mit dem charakte- 
ristischen Spektralbefund wieder ein. Es ist hiermit in hohem 
Ma8e wahrscheinlich, da8 auch bei der Ehrlichschen Aldehyd- 
reaktion mit Mesobilirubinogen kein ,,Dipyrryl-phenyl-methan“- 
farbstoff entsteht, sondern ein Phenyl-pyrryl-methenkérper. 
In der Tat erklirt diese Annahme ebenfalls alle Erschei- 
nungen und sie ist die wahrscheinlichere, weil die Konden- 
sation des Dimethylamidobenzaldehyds mit Mesobilirubinogen 
ja bereits in der Kalte erfolgt. 

Wie schon erwahnt, tritt die Kondensation des Dimethyl- 
amidobenzaldehyds mit der Kryptopyrrol-carbonsaiure auBer- 
ordentlich leicht ein und es lag nahe, diese Reaktion zu 
beniitzen zur Abscheidung der bei der reduktiven Spaltung des 
Uroporphyrins auftretenden carboxylierten Pyrrolpropionsaure. 
Der Versuch miBlang, vielleicht deshalb, weil ja aus dem 
Uroporphyrin nicht die carboxylierte Kryptopyrrolcarbon- 
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siure, sondern die carboxylierte Himopyrrolcarbonsaure 


entstehen mu und diese wahrscheinlich andere Kigenschaften 
besitzt. Die Synthese der carboxylierten Hamopyrrolcarbon- 
saure, welche im Gange ist, wird hieriiber Auskunft geben. 
Es ist auch méglich, daB durch die Reduktion mit EHisessig- 
jodwasserstoff eine teilweise Zersetzung der carboxylierten 
Pyrrolsiure eintritt. 

Komplexsalzbildung mit Kupfersalz tritt bei den beiden 
hier beschriebenen Methenen nicht ein, eine Tatsache, die auch 
mit der Formulierung I bzw. [1 véllig im EHinklang steht, denn 
bei Annahme dieser Formel ist kein vertretbarer Wasserstoff 
mehr vorhanden. Pyrrol I gibt beim Versetzen mit einer 
alkoholischen Liésung von Eisenchlorid sofort eine violettrot 
gefarbte Fallung. Die Untersuchung hieriiber ist noch nicht 
abgeschlossen. 

Das Ausgangsmaterial fiir Methen I, die carboxylierte 
Kryptopyrrolcarbonsiure wurde in Form eines krystallisierten 
Trinatriumsalzes IT 

COONa 


H,¢-—,CH, CHC 
Ill COONa 
Na00O CH, 


NH 


aus der Tricarbithoxyverbindung, die von uns friiher be- 
schrieben wurde, dargestellt.’) Durch Versetzen mit Barium- 
chlorid erhalt man aus dem leicht léslichen Natriumsalz ein 
schwer lésliches Bariumsalz. Beide Salze haben bei der 
Analyse noch keine einwandfreien Resultate geliefert; daB aber 
der Tricarbonsaiure obige Konstitution zukommt, geht sowohl 
aus den bereits in den Annalen*) beschriebenen Umsetzungen 
hervor, wie auch aus der Tatsache, da8 mit Dimethyl-amido- 
benzaldehyd in saurer Liésung das schwer lisliche Methen | 
unter Abspaltung von Kohlensiure entsteht. Die leichte Ab- 
spaltung der «-stindigen Carboxylgruppe hat nichts Befrem- 
dendes auf sich, denn schon beim Kochen mit Wasser wurde 





) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 448, S. 114 (1925). 
*) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 448, S. 114 (1925). 
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bei der in e@-Stellung carboxylierten Kryptopyrrolcarbonsiure 
Entweichen von Kohlensainre beobachtet. *) 

Durch Kochen mit Ameisensaiure bei Gegenwart von Uber- 
chlorsiure scheidet sich nach kurzer Zeit ein schén krystalli- 
siertes Methen-Perchlorat, das gelb gefairbt ist, aus, eine Tat- 


sache, die dafiir spricht, dab der Kintritt des Dimethyl-amido- 


phenylrestes bedeutend farbvertiefend (violett) wirkt. (Ob 
freilich nicht auch Beziehungen der Carboxylgruppen zum 
Dimethyl-amidorest bestehen, muB noch untersucht werden.) 
Das Perchlorat war schwer zu reinigen, es wurde deshalb das 
freie Methen herzustellen versucht, welches als Tetranatrium- 
salz (IV) isoliert wurde. Mit methylalkoholischer Salzsaure 
gelang dann die Uberfithrung in das intensiv gelb gefirbte 
Chlorhydrat des Tetramethylesters V. 


Na00C, //COONa 
vg Hd wih CH 


cH -H 
Ivy Nadoc” ad J n—\ bs \coona , 
8 


CH,OOC, COOCH, 
CH-H,G-——CH, H,C-—CH,- CH 
y CH,0OC | 








NH NHCl 


Der Tetraester gibt ein schén krystallisiertes Kupfersalz. 
Die Untersuchung dieses Methens und analoger erhalten durch 
Kondensation von Pyrrolaldehyden mit der carboxylierten 
Kryptopyrrolcarbonséure sind im Gange und haben in An- 
betracht der Beziehungen zum Uroporphyrin groBes Interesse. 


Bei diesem nehmen wir ja in den sauren Seitenketten eine der 
Formulierung IV entsprechende Anordnung an. Eine wichtige Stiitze 
dieser Anschauung wurde neuerdings mit Herrn Hilger gewonnen. 
Beim Erhitzen des freien Uroporphyrins auf 180° tritt glatt Decarboxy- 
lierung ein und wir erhielten in iiber 50°/, Ausbeute Koproporphyrin. 

Durch oxydativen Abbau aus Methen V die carboxylierte 
Hiamatinsaure zu gewinnen, hat bis jetzt nicht zum Ziel 
gefihrt, jedoch werden die Versuche fortgesetzt und wir be- 
halten uns die weitere Arbeit in der skizzierten Richtung vor. 





1) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 448, 8. 114 (1925). 
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Die Veréffentlichung erfolgt schon jetzt wegen der Unmdglichkeit 
der gemeinsamen Fortfiihrung der Arbeit. 

Der Kérper III wurde gewonnen durch Kondensation von 
Pyrrol mit #-Methoxy-methyl-malonester. Wir ibertrugen 
dieselbe Reaktion auf das 2,5-Dimethyl-3-carbithoxy-pyrrol, 
mit dem die Kondensation ebenfalls gut gelang, und zu dem 
schén_ krystallisierten 2, 5-Dimethyl-4-carbithoxy - pyrrol-3- 
methyl-malonester fiihrte (VI). 

COOC,H, 


C,H,00 ——(CH,CHC C,H,00C-—CH, CH, COOH 
VI | COOC,H;, VII | | 
H,C\_ CH, H,C\__/CH, 
NH NH 


Durch Verseifung mit der berechneten Menge wiabrig 
alkoholischer Natronlauge gelang die Spaltung der Malonester- 
gruppen und es wurde die freie Malonsiure schén krystalli- 
siert erhalten. Kurzes Erhitzen in kleinen Portionen fihrte 
zu der 2,5-Dimethyl-4-carbathoxy-pyrrol-3-propionsiure (VII), 
deren Herstellung auf anderem Wege und Uberfihrung in 
Phyllo-pyrrol-carbonsaéure wir bereits beschrieben haben.’) 

Weiterhin haben wir versucht, die carboxylierte Himatin- 
siure auf ahnlichem Wege darzustellen wie die carboxylierte 
Krypto-pyrrol-carbonséure. Zu diesem Zweck kondensierten 
wir Oxymethylmalonester mit Acetessigester, eine Reaktion, 
die glatt gelang und folgten im iibrigen den Angaben von 
Kiister bei dessen Himatinsiuresynthese.*) Wie zu erwarten 
war, trat jedoch bei der Wasserabspaltung aus dem Oxysiuren- 
gemisch auch Kohlendioxydabspaltung ein und wir erhielten 
lediglich die Kiistersche Himatinsiure; einen Vorteil vor 
dem Kiisterschen Verfahren besitzt diese Synthese nicht. 


Versuche. 
2,4-Dimethyl-5-carboxyl-pyrrol-3--methyl- 
malonsaure. 

25g 2,4-Dimethyl-5-carbaithoxy-pyrrol-3-methy]-malonester *) 
werden mit 14 g Natriumhydroxyd in Wasser gelést und mit 





) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 439, S. 175 (1924). 

*) Abderhaldens Handbuch der Biolog. Arbeitsmethoden, Abtilg. I 
Teil 8, Heft 2, S. 266 (Kiister). 

*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 443, Heft II (1925). 
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Alkohol versetzt, wobei sich beim Kochen ein dicker Brei des 
Trinatriumsalzes abscheidet. Die Abscheidung wird mit Alkohol 
vervollstindigt, die Krystalle abgesaugt, mit Alkohol und Ather 
gewaschen. Das Trinatriumsalz kann durch Lésen in wenig 
Wasser und Umfallen mit Alkohol gereinigt werden. Wegen der 
starken Hygroskopizitét ist es aber zur Analyse ungeeignet. 
Deshalb wurde das Bariumsalz hergestellt durch Fallen einer 
waBrigen Lésung des Natriumsalzes mit Bariumchlorid. Das 
Bariumsalz ist in Wasser so gut wie unléslich. Die Barium- 
bestimmung ergab zwar zu niedrige Werte, jedoch stimmt sie 
eindeutig auf ein Tribariumsalz einer Carbonsiure der an- 
gegebenen Konstitution. Die zu niedrigen Bariumwerte sind 
wohl auf eine partielle Abspaltung der a@-Carboxylgruppe 


- guriickzufihren. Diese Abspaltung erfolgt mit groBer Leichtig- 


keit, schon beim Ansiuern einer Lésung des Natriumsalzes in 
Wasser, was den Verhiltnissen bei der Darstellung der Krypto- 
pyrrolcarbonsaure*) entspricht. 

Wir versuchten nun aus dem Trinatriumsalz die 2,4-Di- 
methyl-pyrrol-3-methyl-malonsiure darzustellen. Es wurden 
4 g des Trinatriumsalzes in wenig Wasser gelést und die 
schwach angesduerte Lésung ausgeathert. Das zuriickbleibende 
Ol erstarrte nach 8tagigem Stehen im Vakuum zu einem 
festen K6rper, der zwischen 85—90° unter Gasentwicklung 
schmolz. Er lést sich leicht in Wasser und Alkohol, dagegen 
fast gar nicht in Aceton, Ather, Chloroform und Petrolither. 
Es gelang nicht, das Produkt krystallisiert zu erhalten. Dab 
ihm aber die Konstitution einer carboxylierten Kryptopyrrol- 
carbonséure zukommt, geht aus der Umsetzung mit Dimethy]l- 
amidobenzaldehyd und mit Ameisensaure hervor. 


Bis (2,4-Dimethyl-3-methyl-malonsaure-pyrrol)- 
5-methen und sein Ester. 


3 g des oben beschriebenen Trinatriumsalzes wurden mit 
iiberschiissiger Ameisensiure und Uberchlorsiure versetzt, kurz 
gekocht, dann erkalten lassen. Es scheidet sich das Perchlorat 





*) A.a. O., S. 114 
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des Methens in langen orangegelben Nadeln aus. Beim lang- 
samen Eindampfen der Mutterlauge auf der Dampfheizung 
scheidet sich eine weitere betraichtliche Menge Salz ab. Da 
das Perchlorat schwer zu reinigen war, wurde versucht, die 
freie Base herzustellen. Beim gelinden Erwirmen mit Natron- 
lauge auf dem Wasserbad scheidet sich aber das Tetra- 
Natriumsalz ab, dessen Fiallung mit Alkohol vervollstandigt 
wurde. Es ist in Wasser leicht léslich, in Alkohol unléslich. 
Durch éfteres Umfallen erhailt man ein reines Produkt. 

0,1239 g Substanz gaben 5,5 ccm N (716 mm, 17°). 

C,,H.0,N,Na, Ber. N = 5,38 °, Gef. N = 4,92 °/, 

Dieses wurde nun mit methylalkoholischer Salzsiure ver- 
estert, das entstandene orangegefarbte salzsaure Salz aus Chloro- 
form—Petrolither umkrystallisiert und so zur Analyse gebracht. 

0,1399 g Substanz gaben 0,2928 g CO,, 0,0792 g H,0O. 


0,1766 g ‘a » 8,2 cem N (716 mm, 17°). 
C,;H,,0,N.Cl Ber. C = 57,18 a H et 6,64 oP N = 5,34 %, 
Gef. 57,10 6,38 5,15 


Die Substanz schmilzt bei 218° unter schwach dunkel- 
blauer Luminescenz; bei 190° beobachtet man schon Dunkel- 
firbung. Bemerkenswerterweise trat beim gelinden Erwarmen 
mit 10°/,iger NaOH auf 50° bereits Verseifung ein und wir 
erhielten wieder das Tetranatriumsalz. 


(p-Dimethylamino-phenyl)-(2,4-Dimethyl-pyrrolen- 
3-f-methyl-malonsaiure)-methen. 

Die oben beschriebene carboxylierte Krypto-pyrrol-carbon- 
siure wurde mit einem Uberschu8 von Ehrlichschem Reagens 
versetzt. Sofort entstand eine tief violette Lésung und der 
Farbstoff schied sich schén krystallisiert ab. Die Krystalle 
zeichnen sich durch Schwerléslichkeit und gute Ausbildung 
aus. Wir stellten nun den Kérper direkt aus dem Trinatrium- 
salz der 2,4-Dimethyl-5-carboxyl-pyrrol-3-methy]-malonsaure 
her. Es wurden zu diesem Zweck 3,2 g Trinatriumsalz in 
10 com Wasser gelést und die filtrierte Lésung mit 1,6 g 
Dimethyl-amido-benzaldehyd und 15 ccm 10°/,iger HCl ver- 
setzt. Der sich abscheidende violette Kérper wurde umkry- 
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stallisiert, wobei schéne, zu Rosetten gruppierte Nadeln er- 
halten wurden, die bei 190° schmolzen. Die Mautterlauge 
wurde bis zur Entfarbung mit Alkali versetzt, wobei nur eine 
sehr geringe Menge Dimethylamidobenzaldehyd zuriickgewonnen 
wurde, ein Beweis, daB die Reaktion molekular vor sich geht. 
Dafiir spricht auch die erhaltene Ausbeute von 3,7 g. 

Im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 60° getrocknet, 
hielten die Krystalle noch 1/, Mol. Athylalkohol zuriick. Durch 
Erhitzen auf 100—105° wurde keine Konstanz erreicht. Der 
Gewichtsverlust von 12°/, des Gesamigewichts war wohl auf 
eine partielle Abspaltung von Kohlendioxyd zurickzufihren, 
was auch die Analyse bestitigte. Das bei 60° getrocknete 
Praparat gab folgende Analysenwerte: 


0,0999 g Substanz gaben 0,2157 g CO,, 0,0591 g H,O. 


0,1286g 4, »  0,2688 g CO,, 0,0735 g H,O. 
0,1164 g a » 7 eem N (718 mm, 18°). 
0,1510 g . »  0,0560 g AgCl. 


C,9H,;0,N,Cl + 1/,C,H,OH (401,79). 
Ber. C= 59,799, H=6,52%, N=6,97% Cl =8,83% 
58,91 6,62 7,34 9,17 
58,12 6,65 


Die Substanz hinterlaBt eine sehr schwer verbrennliche 
Kohle, was auch zum Teil die Abweichungen von der Theorie 
verstandlich macht. 


Perchlorat des (p-Dimethylamino-phenyl)-(2,4-Di- 
methyl-pyrrolen-3-8-methyl-malonsaure)-methens. 


Bessere Resultate wurden bei der Gewinnung des Per- 
chlorats erhalten, zu dessen Darstellung genau so verfahren 
wird wie eben beschrieben. Es scheidet sich sofort ein intensiv 
rot gefarbtes Produkt aus, welches sich in Alkohol mit violetter 
Farbe lést und aus diesem auf Zusatz von Perchlorsaiure in 
einheitlichen rechteckigen Platten ausfallt. Diese wurden 
nochmals aus Alkohol umkrystallisiert und zeigten im auf- 
fallenden Licht eine griin violette Farbe, im durchfallenden 
Licht (am Mikroskop) dagegen eine braune. 











s 
P 
4 
ay 
2 
# 
B 
a 
¥ 
Be 
aaa 
= 
Be 
* 
& 
Re 
a 
as 
Bs. 
i 
Bei) 
a 
Be 
a 
Be: 
og 
ie 
G 
yi 
ia 
it 
¥ 
aa 
= 
t 
fr 
Ay 
# 
t 


owt «€6l6t—ed iCal eee 











i 
q 
4 
q 
¢ 
2 
a 
Bf 
iq 
SP 
g 
By 
ei 
2 
Bs 
Be 
s 
4 
Ei 
ie 
i 
Be) 
vy: 
4 
ae 
rR 
ae! 
oe 
a 
3 
@ 
‘t 
Be 
BR. 
Ey 
t 
‘a 
b 
3 


Synthese der carboxylierten Kryptopyrrol-carbonsiure usw. 305 


0,1286 g Substanz gaben 0,2450 g CO,, 0,0622 g H,0O. 


0,1050 g Pe » 6,2 cem N (723 mm, 17°). 
C,9H.,0,N,Cl Ber. C = 51,49 *, H = 5,23 /, N = 6,32 of 
Gef. 51,77 5,42 6,61 


Dinatriumsalz des (p-Dimethylamino-phenyl)-(2, 4-Di- 
methyl-pyrrolen-3-@-methyl-malonsiure)-methens. 
Sowohl das salzsaure wie auch das iiberchlorsaure Salz 
lésen sich in Natronlauge mit orangegelber Farbe ahnlich der 
Farbe des Methens. Aus der Lésung wird durch Alkohol das 
Natriumsalz krystallisiert abgeschieden. Zur Analyse wurde 
bei 60° getrocknet, wobei Dunkelfarbung eintrat. 
7,025 mg Substanz gaben 0,4626 cem N (721 mm, 19°). (Dr. Reind)l). 


5,067 mg 8 » 1,880 mg Na,SOQ,. (Dr. Schuberth). 
4,862 mg - » 1,818 mg ss . 
C,>H,,0,N.Na, Ber. N = 7,29 °%, Na = 11,91 °/, 
Gef. 7,8 12,02 
11,86 


(p-Dimethylamino-phenyl)-(2,4-dimethyl-pyrrolen- 
3-carbathoxy)-methen. 

Eine Lésung von 1,7 g 2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol 
und 1,6 g Dimethylamidobenzaldehyd wird mit itberschiissiger 
Uberchlorsiiure versetzt. Es scheiden sich rechteckige Platten 
von derselben Farbe wie oben beschrieben aus. Sie wurden 
aus Alkohol umkrystallisiert. 


0,1182 g Substanz gaben 0,2232 g CO,, 0,0583 g H,0O. 


0,1234 g . »  7%,8cem N (716 mm, 16°). : 
C,,H,,0,N,Cl Ber. C=54,20%  H=5,81% N= 7,03% 
Gef. 58,79 5,67 7,08 
Umsetzungen 


mit 2,5-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol, 2,5-Dimethyl- 
3-carbathoxy-pyrrol-4-8-methyl-malonester. 


7 g 2,5-Dimethyl-3-carbithoxy-pyrrol werden mit 40 ccm 
Alkohol, 12 ccm Methoxymethylmalonester und 12 ccm konz 
Salzsiure 2 Stunden unter RiickfluB gekocht. Beim Versetzen 
mit Wasser scheidet sich ein Ol ab, welches beim langeren 
Stehen in Kis krystallinisch erstarrt. Nach Pressen auf Ton 
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betrug die Ausbeute 7g. Umkrystallisiert aus Wasser war 
der Schmelzp. 81°. 


0,1067 g Substanz gaben 0,2382 g CO,, 0,0732 g H,0. 


01572 , » 5,9 cem N (732 mm, 18°). 
C,,H,,0,N Ber. C= 60,157, H=17,48% N=4,13%, 1 
. Gef. 60,90 7,68 4,26 : 
b 2,5-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol-4-methyl- 
i malonsiure. ; 
; : 4,8g des eben beschriebenen Praparates werden mit 1,1 ¢ q 
; | Atznatron in waBrigem Alkohol 2 Stunden gekocht, dann der | 
3 gréBte Teil des Alkohols auf dem Wasserbad weggedampit, 
4 auf 0° gekihlt und angesiuert. Die Malons&ure scheidet sich | 
: : in schénen Krystallen ab, 3,3 g. Aus Wasser umkrystallisiert q 
fare war der Schmelzp. 195°. | | 
4 a ‘ 0,1274 g Substanz gaben 0,2573 g CO,, 0,0709 g H,O. i 
ie tt 0,1381 g ‘ » 6,38 cem N (712 mm Hg, 18°). | 
it C,sH,,0,.N Ber. C=55,11% H=6,05%, N= 4,95% | 
3 Gef. 55,10 6,22 5,01 4 
H 2,5-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol-4-propionsaure. 
4 Die Decarboxylierung zu der in der Uberschrift genannten 
i Verbindung wurde in Portionen von etwa 20mg durch rasches 
ieee Erhitzen tiber den Schmelzpunkt vorgenommen. Aus 3,3¢ | 
Eee wurden 2,3g erhalten. Aus Wasser umkrystallisiert, entstehen © 
1 - die charakteristischen X-formigen Krystalle vom Schmelz- | 
ART punkt 178°. Der Kérper ist identisch mit dem von uns frither | 
4 oat beschriebenen, dessen Uberfithrung in Phyllopyrrolcarbonsiure ; 
L durchgefiihrt wurde, 
it 0,1197 g Substanz gaben 0,2655 g CO,, 0,0746 g H,O 4 
: 0,1123 g ” » 5,9 ccm N (726 mm, 16°) 4 
L C,,H,,NO, Ber. C= 60,289, H=7,17%  #N = 5,86 %, : 
: ; Gef. 60,05 6,98 5,92 


Neue Synthese der Hamatinsaure. 
(Bearbeitet von Herrn Feistmann.) 


40 g methoxy-methyl-malonsaures Athyl wurden mit 30¢ 
Acetessigester, 40 g Essigsiureanhydrid und 2 g Chlorzink 
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1 Stunde lang am RiickfluBkihler erhitzt. Das Chlorzink 
léste sich schnell auf und die Mischung farbte sich dunkel- 
braun. Nach der angegebenen Zeit wurde in Wasser ge- 
gossen, das abgeschiedene Ol mit Ather aufgenommen, die 
itherische Liésung gewaschen, getrocknet und der Ather im 
Vakuum verjagt. Das zuriickbleibende Ol wurde bei 20 mm 
fraktioniert destilliert. Zuerst ging unverinderter -Athoxy- 
methyl-malonester iiber, dann stieg die Temperatur schnell 
auf 79°, bei der die Hauptmasse tiberging. Ausbeute 70 °/,. 
Die weitere Verarbeitung, bestehend in Blausdureanlagerung, 
Verseifung des Cyanhydrins geschah genau nach der Vorschrift 
von Kiister, die Himatinsiure krystallisierte aus Wasser 
schén und hatte in Ubereinstimmung mit den Kiisterschen 
Angaben den Schmelzpunkt von 96—97°. Auch die Analyse 
bestatigte, da8 Haimatinsiure vorlag. 

4,510 mg gaben 8,640 mg CO,, 1,920 mg H,O (Dr. Schuberth). 

C,H,0, Ber. C = 52,18 %, H = 4,35 %, 
, Gef. 52,27 4,67 

Es war also wahrend der Verarbeitung, besonders bei 
der Wasserabspaltung, aus dem Oxysiurengemisch Kohlen- 
dioxyd abgespalten worden, wie es ja von vornherein nicht 
unwahrscheinlich war. 
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Weitere Studien tiber die Struktur der Proteine. 


Von 


Emil Abderhalden und Ernst Komm. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Unversitat Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10, April 1925.) 


Wir haben unsere Untersuchungen iiber beim stufen- 
weisen Abbau von Eiweif auftretende Abbauprodukte weiter 
fortgesetzt, und zwar wurde Edestin mit Pankreatin verdaut; 
ferner haben wir Hundehaare und Schweineborsten im Auto- 
klaven unter Anwendung von 1°/,iger Salzsdiure zerlegt. Die 
Aufarbeitung war in allen Fallen die gleiche, d.h. es wurde 
versucht, mit organischen Lésungsmitteln insbesondere Diketo- 
piperazine zu isolieren. Aus Edestin konnte 1-Glycyl- 
prolinanhydrid mit groBer Wahrscheinlichkeit nachgewiesen 
werden. Aus Hundehaaren isolierten wir Alanyl-glycin- 
anhydrid und aus Schweineborsten Analyl-leucin- 
anhydrid, Alanyl-phenylalaninanhydrid. Ferner wurde 
ein Produkt gewonnen, das bei der Hydrolyse Alanin und 
Leucin ergab und dessen Analysenergebnisse und auch sein 
Molekulargewicht mit der Annahme eines aus diesen beiden 
Aminosauren bestehenden Anhydrids gut iibereinstimmen, das 
jedoch nicht den fiir Alanyl-leucinanhydrid festgestellten 
Schmelzpunkt hat. Die Vermutung, da8 nicht e-Amino-iso- 
butylessigsiure mit Alanin verkniipft sei, sondern eine andere 
Aminosiure der Sechskohlenstoffreihe, bestitigte sich nicht. 
Es handelte sich um das gewdhnliche Leucin. Es bleibt noch 
aufzukliren, welcher Umstand das vom bekannten Alanyl- 
leucinanhydrid abweichende Verhalten bedingt. 
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Die Aufarbeitung der bei der Hydrolyse von Schweine- 
borsten entstandenen Produkte ist noch nicht beendet. Die 
Mitteilung der bisher erhaltenen Ergebnisse erfolgt, weil Herr 
Dr. Komm das Institut verlaBt. Die Arbeit wird im hiesigen 
Institut weiter gefihrt. 

Wir haben weiterhin die Oxydationsversuche von 
Peptonen fortgesetzt, und zwar sollte geprift werden, ob bei 
Anwendung der von uns bis jetzt bevorzugten Methode ver- 
gleichbare Ausbeuten an Oxydationsprodukten erhalten werden. 
Es wurde streng darauf geachtet, die Methode genau gleich- 
maBig durchzufiihren. Trotzdem waren die isolierten Mengen 
recht verschiedene. Es ist dies deshalb nicht iiberraschend, 
weil es sehr schwer sein dirfte, eine gleichmaBige Verteilung 
des zu oxydierenden Produktes herbeizufiihren und zwar auch 
dann, wenn man in Wasser ldésliche Peptone verwendet. Es 
ist leicht méglich, daB wahrend des ganzen Prozesses unlés- 
liche Produkte entstehen. Vor allen Dingen diirfte der ent- 
standene Braunstein durch Adsorption der in Lésung vor- 
handenen Produkte das Ergebnis der Oxydation stark beein- 
flussen. Ferner ist es méglich, daB bei der Entfernung des 
Zinks mit Schwefelwasserstoff weitere Verluste durch Adsorption 
entstehen. Es wird notwendig sein, ein Verfahren anzuwenden, 
dessen Ergebnisse quantitative Riickschliisse auf in den ver- 
wendeten Ausgangsmaterialien vorhandene Ringsysteme ge- 


statten. Mit der Ausarbeitung eines solchen ist der eine von 
uns (A.) beschaftigt. 





1, Edestin mit Pankreatin. 


200 g Edestin wurden mit 1500 com Wasser, 15 g 
Pankreatin und 12g reiner Soda 3 Wochen lang im Brut- 
raum aufbewabrt. Das Verdauungsgemisch wurde haufig um- 
geschiittelt. Nach 3 Wochen war eine teilweise Loésung 
eingetreten. Das gesamte Gemisch wurde zur Trockne ein- 
gedampft und der Riickstand im Soxhletapparat nacheinander 
mit Ather, Essigither, Chloroform, Aceton und Methylalkohol 


ausgezogen. Die Extrakte wurden eingeengt und zur Weiter- 
verarbeitung aufgehoben. 
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Emil Abderhalden und Ernst Komm, 


Atherextrakt. 


Nach dem Abdampfen des Athers hinterblieb eine geringe 
Menge eines krystallinen Riickstandes, Nach dem Umkrystalli- 
sieren gewannen wir feine, weiBe Nidelchen, die den Schmelz- 
punkt 180—183° besaBen. Die Verbindung ergab, mit Nin- 
hydrin gekocht, keine Farbung und lieferte kein Kupfersalz. 
Die Diketopiperazinreaktionen waren positiv. Ebenfalls positiv 
war die Fichtenspanreaktion, ferner wirkte das Produkt be- 
schleunigend auf den maximalen Ausfall der Tryptophan- 
reaktion mit formaldehydhaltiger Salzsiure ein. In verdiinnt- 
alkoholischer Liésung zeigte die Substanz eine starke Drehung 
der Ebene des polarisierten Lichtes nach links: («)j° = — 202°. 
Die Analysen ergaben folgende Werte: 


0,03847 g Substanz verbrauchten 4,50 cem n/10-Saure. 
Das entspricht: 18,15 °/, N. 


0,0982 g Substanz gaben 0,1958 g CO, und 0,0579 g H,0. 
Das sind: 64,40°/, C und 6,59°/, H. 


Es war leider nicht geniigend Substanz vorhanden, um 
die Hydrolyse der Substanz durchzufihren. Auf Grund der 
gefundenen Analysenwerte und den Higenschaften der Substanz 
darf die vorliegende Substanz mit gréB8ter Wahrscheinlichkeit 
als Glycylprolinanhydrid angesprochen werden. Die elemen- 
tare Zusammensetzung errechnet sich fiir eine solche Verbin- 
dung zu C = 54,54°/,, H = 6,48°/, und N = 18,18 °/,. 

Weitere, identifizierbare Produkte konnten bis jetzt aus 
dem Atherauszug nicht gewonnen werden.. 


2. Autoklavenhydrolyse von Hundehaaren. 


250 g Hundehaare wurden in der sechsfachen Menge 
1°/,iger Salzsiure wahrend 8 Stunden bei 150—160° im 
Autoklaven erhitzt. Bis auf einen geringen klumpigen Riick- 
stand war alles in Lisung gegangen. Sie gab eine positive 
Biuretreaktion. Nach dem EKindampfen wurde der Trocken- 
riickstand — mit Seesand vermischt —- im Soxhletapparat mit 
Essigither, Chloroform und Aceton extrahiert. 
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Chloroformauszug. 


Der Chloroformauszug wurde vollstindig eingedampft und 
der Riickstand mit Alkohol aufgenommen. Es krystallisierty 
aus dem Alkohol eine Substanz aus. Mit Tierkohle wurde 
diese aus Wasser umkrystallisiert und in rosettenartig an- 
geordneten Nadeln vom Schmelzp. 235—237° ganz rein erhalten. 
Die Ninhydrinreaktion fiel negativ aus, dagegen waren die 
Diketopiperazinreaktionen positiv. Das Molekulargewicht wurde 
za 126 gefunden. Die Substanz war geschmacklos und in 
Wasser und heiBem Alkohol leicht léslich. Bei der voll- 
stindigen Hydrolyse mit 25°/,iger Schwefelsiure gewannen 
wir Glykokoll und Alanin. Aminostickstoff war in der 
urspriinglichen Substanz keiner nachzuweisen. Auf Grund der 
nachfolgenden Analyse und der Eigenschaften kann das Produkt 
als Alanylglycinanhydrid angesprochen werden. 


0,0423 g Substanz verbrauchten 6,60 ccm n/10-S. 
Das entspricht: 21,84°/, N (ber.: 21,88 °/,). 


0,1013 g Substanz gaben 0,1731 g CO, und 0,0570 g H,O. 
Das sind: 46,62°/, C und 6,30°/, H 
(ber.: 46,87°/, C und 6,25 °/, H). 
Aus dem Chloroformauszug war sonst nichts Identifizier- 
bares zu isolieren. Die iibrigen Ausziige sind noch nicht auf- 
gearbeitet. : 


3. Autoklavenhydrolyse von Schweineborsten. 


8 kg reine Schweineborsten wurden mit der vierfachen 
Menge (in zwei Portionen) 1°/,iger Salzséiure im Autoklaven 
gespalten. Nach dem Neutralisieren mit Ammoniak wurde 
zur Trockne verdampft und der Trockenriickstand nacheinander 
mit Ather, Essigiither und Chloroform extrahiert. 


Atherauszug. 


Es fiel bei langerem Stehen ein krystallines Produkt aus. 
Durch Eindampfen waren noch weitere Mengen der gleichen 
Substanz zu gewinnen. (Rohausbeute: aus etwa der Hialfte der 
Gesamtmenge etwa 4,0 g). Das Produkt wurde unter Zuhilfe- 
nahme von Tierkohle aus Alkohol umkrystallisiert und in 
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rosettenférmig angeordneten kleinen Nidelchen rein erhalten. 
Der Schmelzpunkt lag bei /= 235—238° Die Ninhydrinreaktion 
war negativ; die Diketopiperazinreaktionen waren stark positiv. 
Das Molekulargewicht wurde zu 182 bestimmt. Aminostickstoff 
war nicht vorhanden. Erst nach lingerem Kochen mit Lauge 
(das Produkt war gegeniiber Alkali sehr resistent) konnten 
1. 7,2, 2. 7,7, 3. 7,5°/, Amino-N nach Sérensen bestimmt 
werden. Die Ninhydrinreaktion war dann auch positiv ge- 
worden. Das Produkt wies schwache Linksdrehung auf. 
(a)p20° = — 4,0° (Gn Hisessig). Bei der vollstindigen Hydrolyse 
mit 25°/,iger Schwefelsdure erhielten wir Alanin und Leucin 
als Bausteine. Das Produkt kann als Alanyl-leucinanhydrid 
angesprochen werden. Die Elementaranalysen lieferten die 
Werte: 


0,0332 g Substanz verbrauchten 3,55 ccm n/10-S. 
Das entspricht: 14,97°/, N  (ber.: 15,20 °/, N). 


Nach Dumas: 38,664 mg Substanz gaben 0,489 ccm N bei 747 mm 
und 22° = 15,18 °/, N. 


5,492 mg Substanz gaben 11,826 mg CO, und 4,375 mg H,0. 
Das sind: 58,70°/, C und 8,80°/, H 
(ber.: 58,65 °/, C und 8,76 °/, H). 


Aus dem Atherextrakt konnte sonst nichts isoliert werden. 


Essigatherauszug., 


Nach dem Einengen des Auszugs der ersten verarbeiteten 
Halfte und langerem Aufbewahren im Hisschrank krystalli- 
sierte in einer Menge von etwa 25g ein Rohprodukt aus, 
das durch mehrfaches, fraktioniertes Umkrystallisieren aus 
Alkohol in 3 Anteile zu trennen war. Die einzelnen Frak- 
tionen besaBen folgende konstante Schmelzpunkte: a) / = 220 
bis 225°; b) 195°; c) 185—190° : 

Fraktion a): Das Produkt wurde aus Alkohol mehrmals 
umkrystallisiert und besaB im ganz reinen Zustande das 
Molekulargewicht 1. 226, 2. 219,5. Die Krystalle waren in 
Wasser sehr schwer léslich. 

Die Ninhydrinreaktion war negativ. Diketopiperazin- 
reaktionen fielen stark positiv aus. Die Xanthoproteinreaktion 
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war positiv; die Millonsche Probe war negativ. Amino- 
stickstoff war nicht nachweisbar. Erst nach der Behandlung 
mit Alkali waren 1. 6,21 und 2. 6,36°/, Amino-N nach 
Sérensen feststellbar. Die Hydrolyse mit 25°/, iger Schwefel- 
siure ergab als Bausteine Alanin und Phenylalanin. Die 
Stickstoff bestimmung nach Kjeldahl lieferte die Werte: 
0,0587 g Substanz verbrauchten 5,15 cem n/10-S. 
Das entspricht: 12,25°/, N (ber.: 12,83 °/, N). 
0,0811 g Substanz verbrauchten 7,35 ecm n/10-S. 
Das entspricht: 12,68°/, N (ber.: 12,83 °/, N). 

Auf Grund der Analysen und der Eigenschaften kann 
das Produkt als Alanyl-phenylalaninanhydrid angesehen 
werden. 

Fraktion b): Nach mehrmaligem Umkrystallisieren dieser 
Fraktion aus Alkohol besaBen die Krystalle den konstanten 
Schmelzpunkt von 195°. In Wasser war das Produkt nicht 
léslich. Gegeniiber der Kinwirkung von Alkali war es sehr 
bestandig. Aminostickstoff war nicht vorhanden. Nach 
der Behandlung mit Alkali waren 1. 7,52 und 2. 7,70°/, 
Amino-N bestimmbar. Nach der Behandlung mit Alkali 
wurde die vorher negative Ninhydrinreaktion positiv. Die 
Diketopiperazinreaktionen waren vor der Aufspaltung positiv. 
Das Molekulargewicht wurde zu 181 gefunden. Die Hydrolyse mit 
25 °/,iger Schwefelsiure ergab Leucin und Alanin als Bausteine. 
Die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl lieferte die Werte: 

0,1024 g Substanz verbrauchten 11,30 cem n/10-S. 

Das entspricht: 15,40°/, N (ber.: 15,20 °/,). 

Das Produkt kénnte mithin auf Grund aller Daten als 
Alanyl-leucinahydrid angesprochen werden. Nur der 
Schmelzpunkt liegt fiir ein solches Anhydrid verhaltnismaBig 


: niedrig. 


Fraktion c) und der Chloroformauszug sind noch nicht 


: aufgearbeitet. 


Oxydationsversuche. 


1. Seidenpepton. 


Seidenabfille wurden mit kalter 70°/,iger Schwefelsiure 
bis zur Lisung behandelt. Sofort nach der vollstandigen 
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Lésung wurde die Schwefelsaiure mit Baryt als BaSO, quantitativ 
entfernt. Das Filtrat wurde unter vermindertem Druck zur 
Trockne verdampft. Der Riickstand gab stark positive Reaktionen 
auf Diketopiperazin mit Dinitrobenzoesiure (1:3:5), Pikrin- 
siure und Dinitrostilben. 

Etwa 10g des so gewonnenen Peptons wurden in der 
iblichen Weise mit Zinkpermanganat oxydiert, Das iiber- 
schiissige Permanganat wurde durch Alkoholzusatz zerstort; 
die durch Essigsiurebildung als Zinkacetat in Lésung gegangene 
geringe Menge Zink wurde durch Einleiten von Schwefel- 
wasserstoff entfernt. Das klare Filtrat wurde eingeengt. Es 
schied sich das verhiltnismaiBig schwer lésliche Oxamid aus. 
Es wurde abfiltriert. Das Filtrat wurde ganz zur Trockne 
verdampft. Der Riickstand bestand aus Desaminierungs- 
produkten. Die gewonnene Menge an Oxamid betrug etwa 
1,0 g; die Menge der Desaminierungsprodukte etwa 1,20 g. 

(Oxamid: Desaminierungsprodukt = 1,0: 1,2.) 

Es wurden dann erneut Seidenabfaille in der gleichen | 
Weise, wie soeben beschrieben, schwach hydrolysiert. Der Riick- | 
stand gab ebenfalls stark positive Diketopiperazinreaktionen. | 

Etwa 10 g wurden mit Zinkpermanganat oxydiert und, | 
wie beschrieben, weiter behandelt. Die gewonnene Menge | 
Oxamid betrug etwa 1,3 g, die Menge der Desaminierungs- | 
produkte etwa 1,1 g. 

(Oxamid: Desaminierungsprodukte = 1 : 0,84.) 
2. Keratinpcpton. 

Schafwolle wurde mit 70°/,iger Schwefelsiure bei 37° | 
so lange behandelt, bis Lésung eingetreten war. Es wurde | 
dann sofort die Schwefelsiure als Bariumsulfat entfernt. Das | 
Filtrat wurde zur Trockne eingeengt. Der Riickstand gab | 
stark positive Diketopiperazinreaktionen. 

Etwa 30g des Peptons wurden mit Zinkpermanganat | 
oxydiert und, wie beim Seidenpepton beschrieben, weiter- | 
behandelt. Es resultierten nur sehr geringe Mengen Oxamid | 
— etwa 0,6 g — dagegen bedeutend mehr Desaminierungs- | 


produkte — etwa 3,0 g. 
Oxamid: Desaminierungsprodukt = (1 : 5.) 
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Der Versuch wurde wiederholt. Schafwolle wurde unter 
den gleichen Bedingungen in Schwefelsiure gelist. Etwa 30 ¢ 
des erhaltenen Peptons wurden oxydiert. Es waren wiederum 
nur geringe Mengen Oxamid — etwa 0,9 g — im Vergleich 
zur Menge der Desaminierungsprodukte, welche etwa 4,0 ¢g 
betrug, zu gewinnen. 


(Oxamid: Desaminierungsprodukt = 1: 4,4.) 


3. Elastinpepton. 


Elastin wurde mit 70°/,iger Schwefelsiure bei 37° bis 
zur vollstindigen Lésung behandelt. Nach Entfernen der 
Schwefelsiure als Bariumsulfat wurde die Lésung zur Trockne 
verdampft. Das zuriickgebliebene Pepton gab stark positive 
Diketopiperazinreaktionen. 

10 g wurden mit Zinkpermanganat in der iiblichen Weise 
oxydiert. Als Riickstand hinterblieben etwa 0,4g Oxamid und 
etwa 1,5 g Desaminierungsprodukte. 

(Oxamid: Desaminierungsprodukt = 1: 3,7.) 

Ks wurde nochmals Elastinpepton in der gleichen Weise 
gewonnen und etwa 20g davon mit Zinkpermanganat oxydiert. 
Erhalten wurden etwa 0,5 g Oxamid und 2,8 g Desaminierungs- 
produkte. 


(Oxamid: Desaminierungsprodukt = 1 : 5,6.) 
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: zabmagenstein einer Ziege. Rechts haben sich oberfliichliche Schichten des Konkre- 


mentes abgelést. Verkleinert. 
(Aus: Spezielle pathologische Anatomie der Haustiere von Ernst Joest.) 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CXLY. Tafel I. 
4u Schenck, ,,Untersuchung eines Konkrementes aus dem Labmagen einer Ziege.“ 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin, 





